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Referat: 
Die Neubildung von Neuronen persistiert lebenslang in der Subgranularzellschicht des 
Hippocampus und der Subventrikularzone des Großhirns und wird als adulte Neuroge-
nese bezeichnet. Es wird vermutet, dass diese beim erwachsenen Menschen einen rele-
vanten Einfluss auf degenerative Veränderungen, verschiedene neurologische Krank-
heitsbilder und auf die (Dys-)Funktion des Gedächtnisses hat. Im Tiermodell wurde eine 
Verringerung der Neurogenese nach chronischer Morphingabe nachgewiesen. Vorarbei-
ten zeigten einen Zusammenhang zwischen chronischem Heroinmissbrauch und reakti-
ver Astrogliose, Mikrogliose und einer vermehrten Expression des polysialylated neural 
cell adhesion molecule im humanen Hippocampus. Daraus leitet sich die Hypothese ab, 
dass chronischer Heroinmissbrauch, als Modell für eine Abhängigkeitserkrankung, ei-
nen Einfluss auf die adulte humane Neurogenese hat. 
Es wurden in Formalin fixierte Gewebeproben aus dem Hippocampus von Verstorbenen 
mit einer letalen Heroinintoxikation und mit bekanntem Heroinmissbrauch (n = 20) un-
tersucht und mit einer nach Alter und Geschlecht angepassten Kontrollgruppe (n = 28) 
verglichen. Hierbei wurden spezifische Neurogenesemarker mittels immunhistochemi-
scher Methoden angewendet und ausgewertet. Es bestand eine generell sehr geringe 
zelluläre Proliferationsrate und eine signifikante Reduktion Musashi-1 positiver neuro-
naler Vorläuferzellen bei gleichzeitig unveränderter Anzahl Nestin positiver reifender 
und Calretinin positiver migrierender postmitotischer Neurone. Zudem wurde ein ver-
ändertes Calretinin-Expressionsmuster als Hinweis auf eventuelle funktionelle neurona-
le Defizite bei Drogenabhängigen festgestellt. 
Der potentielle Einfluss von chronischem Heroinmissbrauch auf die adulte humane 
Neurogenese wird erstmals gezeigt. Die Ergebnisse weisen auf eine negative Beeinflus-
sung im Stadium neuronaler Vorläuferzellen und der Zellfunktion migrierender Neuro-
ne in der Fallgruppe im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe hin. Diese Hem-
mung der Neurogenese könnte eine Erklärungsmöglichkeit für kognitive Defizite und 
Funktionsstörungen des Gedächtnisses infolge chronischen Drogenkonsums bieten und 
zugleich eine Bedeutung bei der Entstehung von Abhängigkeitserkrankungen haben. 
Insofern könnte sich hier ein Ansatzpunkt für zukünftige Therapiestrategien derartiger 





6-MAM  6-Monoacetylmorphin 
AH   Ammonshorn (Cornu ammonis; Hippocampus proper) 
BAK   Blutalkoholkonzentration 
BCK   Blutcodeinkonzentration 
Bd   Benzodiazepine 
BMK   Blutmorphinkonzentration 
BrdU   Bromdesoxyuridin 
CR   Calretinin 
DAB   3,3`-Diaminobenzidin 
DCX   Doublecortin 
DG   dentate gyrus (Gyrus dentatus) 
DNA   deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
GFAP   glial fibrillary acidic protein 
GL   granular layer (Stratum granulosum; Körnerzellschicht) 
IgG   Immunglobulin G 
LAB   labeled Avidin-Biotin 
LSAB   labeled Streptavidin-Biotin 
MSI-1   Musashi-1 
MW   Mittelwert 
NPC   neuronal progenitor cell (neuronale Vorläuferzelle) 
PCNA   proliferating cell nuclear antigen 
PK   Positivkontrolle 
PMI   postmortales Intervall 
PSA-NCAM  polysialated acid neural adhesion molecule 
PT   Polytrauma 
RT   Raumtemperatur 
SGL   subgranular layer (Subgranularzellschicht) 
SVZ   Subventrikularzone 
TBS   tris buffered saline 





1.1. Drogenabhängigkeit und Epidemiologie 
 
Die Abhängigkeit von legalen Rauschmitteln und illegalen Drogen ist ein deutschland- 
und weltweit verbreitetes Krankheitsbild. Laut der ICD-10-Kodierung der WHO (World 
Health Organisation, International Statistical Classification of Diseases and Related 
Health Problems) beinhaltet das Abhängigkeitssyndrom psychische und physische Phä-
nomene sowie Verhaltensmuster, welche sich nach rezidiviertem Substanzgebrauch 
entwickeln, bei denen der Konsum der jeweiligen Droge subjektiv Vorrang vor anderen 
Verhaltensweisen hat. Diagnostisch relevante Kriterien der Diagnose „Abhängigkeit“ 
sind der aktuelle Konsum, der starke, oft übermächtige Wunsch die Droge zu konsumie-
ren (Suchtdruck; „craving“), eine mit zunehmender Dosissteigerung verbundene Tole-
ranzentwicklung und ein physisches, vegetativ betontes Entzugssyndrom. Die negativen 
Auswirkungen, insbesondere die Behandlungskosten der initialen Suchttherapie und der 
resultierenden Nachfolgeerkrankungen sowie die häufig auftretende Begleitkriminalität 
zur Beschaffung der Suchtstoffe oder zur Vertuschung von Straftaten, sind von erhebli-
cher gesellschaftlicher, gesundheitsökonomischer und auch strafrechtlicher Bedeutung. 
Aus dem „Drogen- und Suchtbericht 2013“ der Drogenbeauftragten der Bundesregie-
rung gehen die folgenden Daten hervor. In Deutschland rauchen derzeit etwa 14,7 Mio. 
Menschen Tabak, etwa 1,3 Mio. Menschen sind alkohol- und etwa 1,4 – 1,9 Mio. Men-
schen medikamentenabhängig. Ca. 13 % aller Todesfälle gehen auf die Folgen des Ta-
bakrauchens und ca. 8,5 % auf die Folgen des Alkoholmissbrauchs zurück. Schätzungen 
zufolge konsumieren etwa 200.000 Personen regelmäßig illegale Substanzen (ausge-
nommen Cannabis), ein Großteil hiervon appliziert Heroin intravenös. Die Anzahl der 
erstauffälligen Konsumenten sog. „harter“ Drogen lag 2011 bei 21.315 Personen und 
fiel 2012 wieder auf 19.559 Personen ab. Die Zahl der registrierten Drogentodesfälle, 
d.h. Todesfälle, die in direktem kausalem Zusammenhang mit dem Konsum von Betäu-
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bungsmitteln stehen, ist seit Jahren rückläufig. In Deutschland wurde 2012 mit 944 dro-
genbedingten Todesfällen der niedrigste Stand seit 1988 registriert. Haupttodesursache 
waren eine monovalente Vergiftung mit Opiaten bzw. Opioiden (241 Fälle, davon 177 
durch Heroin bzw. Morphin) oder polyvalente Vergiftungen mit Opiaten bzw. Opioiden 
in Verbindung mit sonstigen Drogen (375 Fälle, davon 250 mit Heroin bzw. Morphin). 
In etwa 81 % der Fälle handelte es sich um Männer, bei etwa 19 % um Frauen, das 
Durchschnittsalter lag bei etwa 37 Jahren. Die Geschlechterverteilung und der Alters-
durchschnitt sind seit Jahren auf einem ähnlichen Niveau.  
Abhängigkeitserkrankungen und Substanzmissbrauch sind häufig Bestandteil rechtsme-
dizinischer Begutachtungen. Dies gilt insbesondere für die Beurteilung von alkohol- 
oder drogeninduzierten Todesfällen und Unfällen. Andere Berührungspunkte ergeben 
sich bei der Prüfung von Gewahrsams-, Haft-, Schuld- oder Verhandlungsfähigkeit im 
Strafverfahren und der damit verbundenen Relevanz in der Strafverfolgung bzw. der 
rechtlichen Würdigung von Straftaten, insbesondere gegen Leib und Leben. 
Es gibt zahlreiche diskutierte Theorien zur Abhängigkeitsentstehung und –erhaltung. 
Viele davon basieren auf Untersuchungen über die Abhängigkeit von Opiaten bzw. 
Opioiden, da diese Substanzen ein extrem hohes Suchtpotential aufweisen. Die Grund-
lage bilden überwiegend tierexperimentelle Forschungsprojekte, in vitro Studien anhand 
von Zellkulturen und zunehmend deskriptive Studien über strukturelle und funktionelle 
Hirnveränderungen mittels moderner bildgebender Verfahren wie Computer- oder 
Magnetresonanztomografie. Untersuchungen an adultem humanem Material, insbeson-
dere an Hirngewebe, sind selten zu finden und beschränken sich häufig auf eine deskrip-
tive Beurteilung [Oehmichen et al., 1996; Buettner et al., 2000; Wehner et al., 2000a]. 
Bei Abhängigkeitserkrankungen wird generell eine genetische Disposition angenommen 
[Kreek et al., 2005]. Die wesentlichen Komponenten zur Unterhaltung einer Abhängig-
keitserkrankung finden sich jedoch einerseits in einer physischen Abhängigkeit durch 
Veränderungen des über Endorphinfreisetzung wirkenden Selbstbelohnungssystems, 
insbesondere durch die Regulation von Opioidrezeptorenanzahl und –sensitivität [Wer-
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ling et al., 1989; Gabilondo et al., 1994; Nestler & Aghajanian, 1997; Wehner et al., 
2000; Schmidt et al., 2001]. Andererseits entwickelt sich eine psychische Abhängigkeit, 
ausgelöst durch Prägungs- und Lernprozesse i. S. einer operanten Konditionierung über 
das limbische System und unter Mitbeteiligung des Hippocampus [Nestler et al., 1993; 
Altman et al., 1996; Nestler et al., 2001; Nestler 2004; Eisch & Harburg 2006]. Zusam-
menfassend handelt es sich um ein komplexes multifaktorielles System unter Einbezug 
unterschiedlicher anatomischer und funktioneller Hirnstrukturen (Abb. 1). 
 
Abbildung 1: Neuroanatomische Regelkreise zur Entstehung von Suchterkrankungen, farbige Pfeile 
dienen der Übersichtlichkeit – blau und schwarz für funktionelle Verbindungen, rot für beeinflusste Fak-




Bereits seit Jahrtausenden finden natürlich vorkommende Opiate Anwendung als 
Rausch- und Heilmittel. Aus der Milch der unreifen Mohnkapseln von Papaver somni-
ferum (Schlafmohn) wird Rohopium gewonnen. Die wesentlichen wirksamen biologi-
schen Alkaloide sind Morphin (8 – 14 %), Narkotin (2 – 8 %) und Codein (0,7 – 3 %), 
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diese werden als Opiate bezeichnet. Halb- oder vollsynthetische Substanzen mit mor-
phinartigem Wirkmechanismus werden als Opioide bezeichnet. Heroin entsteht nach 
zweifacher Acetylierung von Morphin (Diacetylmorphin) und wurde erstmals 1874 
durch C. R. A. Wright synthetisiert. Eine kommerzielle Nutzung von Heroin als 
Schmerz- und Hustenmittel bestand seit 1898 durch den Bayer-Konzern (Deutschland), 
aufgrund der zunehmenden nicht-medizinischen Verwendung und der hohen suchter-
zeugenden Wirkung wurde nach diversen Verbotsbeschlüssen schließlich die Produkti-
on 1931 eingestellt. In Deutschland wurde Heroin erst am 6. April 1971 mit dem Betäu-
bungsmittelgesetz für den freien Verkauf und Erwerb verboten [de Ridder, 1994]. 
Heroin wird in der Mehrheit der Fälle intravenös appliziert, seltener auch inhalativ kon-
sumiert. Aufgrund seiner hohen Lipophilie kommt es sehr schnell zur Überwindung der 
Blut-Hirn-Schranke (sog. „Flush“-Symptomatik) und zu einer raschen Verstoffwechse-
lung (Plasmahalbwertszeit ca. 3 – 5 min) in die aktiven Metaboliten 6-Monoacetyl-
morphin (6-MAM; Plasmahalbwertszeit ca. 13 – 20 min) und Morphin (Plasmahalb-
wertszeit ca. 1,5 – 7 h). Diese Metaboliten besitzen eine hohe Affinität gegenüber µ-, δ- 
und κ-Rezeptoren endogener Opioide (Endorphine) und wirken so direkt auf das Zent-
ralnervensystem (ZNS). Die Wirkung auf das ZNS beinhaltet im wesentlichen Euphorie 
und Analgesie durch Veränderung nozizeptiver Impulse und subjektiver Veränderung 
des Schmerzerlebens im limbischen System. In höherer Blutkonzentration dominiert 
eine sedativ-hypnotische Wirkung in Verbindung mit einer zentralen Atemdepression. 
Hieraus resultieren auch die typischen todesursächlichen Mechanismen einer akuten 
Heroinintoxikation, meist mit Atemstillstand infolge einer zentralen Atemdepression in 
Verbindung mit einer erhöhten Kreislaufbelastung durch Tachykardie, hypertensive 
Krisen oder plötzlichem Blutdruckabfall. Durch die antitussive und in höheren Dosen 
emetische Wirkung kommt es zudem häufig zu einer terminalen Mageninhaltsaspiration 
mit Verlegung der Atemwege. Somit erklären sich die, auch im Rahmen eigener 
rechtsmedizinischer Sektionen erhobenen, typischen, jedoch unspezifischen Obdukti-
onsbefunde nach einer letalen Heroinintoxikation. Dabei findet sich meist eine ausge-
prägte akute Blutstauung der inneren Organe, ein hämorrhagisches Lungenödem, teil-
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weise eine Überblähung der Lungenoberlappen mit kleinfleckigen sog. Tardieu’schen 
Blutungen unter die Pleura visceralis der Lunge, ein Hirnödem und eine allgemeine 
Zyanose als Ausdruck des systemischen Sauerstoffmangels. Zudem bestehen periphere 
Wirkungen, insbesondere eine Tonussteigerung der glatten Muskulatur des Gastrointes-
tinaltraktes und daraus resultierende Obstipation sowie eine Relaxation der glatten 
Muskulatur der Gefäßwände mit konsekutiver Hypotonie. Die Ausscheidung erfolgt 
hauptsächlich renal in konjugierter (ca. 70 % als Morphin-3- bzw. -6-Glucuronid) oder 
freier (ca. 30 %) Form, geringer auch biliär [Quinn et al., 1997; Drake et al., 2007]. 
Aufgrund des relativ hohen Schwarzmarktpreises von Heroin und der starken und 
schnellen physischen und psychischen Abhängigkeitsentwicklung betreiben die Kon-
sumenten häufig Polytoxikomanie, das heißt, sie missbrauchen verschiedene Substanzen 
mit psychotroper Wirkung. Daher finden sich häufiger Mischintoxikationen, insbeson-
dere mit Benzodiazepinen (meist Flunitrazepam), Methadon, Kokain und / oder Alkohol 
als monovalente Heroinintoxikationen. Zusätzlich finden sich im Regelfall höhere Kon-
zentrationen von Codein, da dieses als Streckmittel bei der Herstellung und beim Ver-
trieb von Heroin benutzt wird. Die Intoxikationsfolgen beruhen oft auf einer synergisti-
schen Wirkungsverstärkung, die festgestellten Morphin- und 6-MAM-Konzentrationen 
bei letalen Verläufen nach polyvalenten Intoxikationen können für sich genommen teil-
weise auch bei noch lebenden Personen in ähnlicher Höhe nachgewiesen werden [Darke 
& Zador, 1996; Warner-Smith, 2001]. Ein letaler Ausgang ist meist nicht beabsichtigt, 
im Regelfall liegt wahrscheinlich eine akzidentielle Überdosierung infolge wechselnder 
Qualität des Heroins, Toleranzschwankungen nach Abstinenzphasen und / oder einer 
synergistischen Wirkungsverstärkung mit anderen Substanzen vor. 
Häufiger auftretende neuropathologische Veränderungen nach chronischem Heroin-
missbrauch sind in diversen Kasuistiken und Obduktionsstudien beschrieben. Vorder-
gründig kommt es oft zu einer hypoxischen Nervenzellschädigung mit Zyanose des 
Gewebes und einem Hirnödem mit akuter Blutstauung [Richter et al., 1973; Oehmichen 
et al., 1996; Buettner et al., 2000; Buettner et al., 2006]. Häufig finden sich als Folge 
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unsteriler intravenöser Applikation, allgemeiner Verwahrlosung und fehlender oder 
unzureichender medizinischer Behandlung lokale und systemische Infektionen durch 
Bakterien und / oder Pilze. Das Krankheitsbild der spongiösen Leukoenzephalopathie 
[Wolters et al., 1982] lässt sich kausal nahezu immer auf eine inhalative Aufnahme von 
erhitztem Heroin (sog. „chasing the dragon“ –Konsum) zurückführen. Bei bildgebenden 
Untersuchungen des Gehirns konnten zudem auch Demyelinisierungserscheinungen und 
atrophe Veränderungen infolge von Perfusionsstörungen nachgewiesen werden [Leeds 





Die Hippocampusformation gehört zum Archikortex, ist als Teil des limbischen Sys-
tems des ZNS paarig angelegt und bildet beidseits den unteren Wandanteil der Seiten-
ventrikel des Hirnkammersystems. Bereits makroskopisch zeichnen sich auf einem in 
Höhe der Corpora mamillaria geführtem Koronarschnitt durch das Gehirn beidseits im 
basalen Anteil des Temporallappens die schneckenhausartig ineinander gefalteten 
Schichten des Cornu ammonis (Hippocampus proper; Ammonshorn; AH) sowie des 
Gyrus dentatus (DG) ab. Histologisch besteht das AH aus 6 Schichten: Alveus hippo-
campi, Stratum oriens, Stratum pyramidale, Stratum radiatum, Stratum lacunosum und 
Stratum moleculare. Das Stratum pyramidale ist wiederum aufgrund der Morphologie 
der Pyramidenzellen in die Bereiche CA1 bis CA4 unterteilt. In der CA3 Region findet 
sich zudem das Stratum lucidum. Der DG umschließt die CA4 Region des AH und be-
steht aus dem Stratum moleculare, dem Stratum granulosum (Körnerzellschicht) und 
der Subgranularzellschicht (polymorphe Zellschicht; SGL). Weiterhin werden Subicu-
lum und entorhinaler Cortex zur Hippocampusformation gezählt, wobei das Subiculum 
den Übergang zwischen dem zum Archikortex gehörendem Hippocampus und dem Ne-




Abbildung 2: Schematischer Koronarschnitt durch den menschlichen Hippocampus [aus Duvernoy, The 
Human Hippocampus, S. 20, 2005]; CA1 – CA4 Region; 1: Alveus hippocampi; 2: Stratum oriens; 3: 
Stratum pyramidale; 3‘: Stratum lucidum; 4: Stratum radiatum; 5: Stratum lacunosum; 6: Stratum 
moleculare; 7: Sulcus hippocampi mit artifizieller Aushöhlung (7‘); Gyrus dentatus – 8: Stratum molecu-
lare; 9: Stratum granulosum; 10: polymorphe Schicht; 11: Fimbria hippocampi; 12: Margo denticulatus; 
13: Sulcus fimbriodentatus; 14: oberflächlicher Sulcus hippocampi; 15: Subiculum 
 
Sowohl in tierexperimentellen Studien, als auch in humanen Fallstudien nach chirurgi-
schen Eingriffen am Hippocampus sind ausgeprägte Gedächtnisstörungen und häufig 
eine anterograde Amnesie, d. h. die fehlende Speicherung von neu aufgenommenen 
Informationen, festgestellt worden [Zola-Morgan et al., 1986; Squire, 1992]. Daher 
werden diese Areale mit Lern- und Gedächtnisprozessen über Verknüpfungen des lim-
bischen Systems assoziiert [Aimone et al., 2006; Bruel-Jungerman et al., 2007; Koehl & 
Abrous, 2011]. Dem Hippocampus kommt dabei eine Schlüsselrolle in der Verarbei-
tung, Transformation und Konsolidierung sensorischer Daten in Gedächtnisinhalte, also 
dem Prozess des Lernens, zu. Zudem ist der Hippocampus zentrales Element bei der 
räumlichen Koordinierung von Gedächtnisinhalten. 
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1.4. Adulte Neurogenese 
 
Über einen langen Zeitraum hinweg galt das adulte, fertig ausgereifte Nervensystem als 
das Endstadium der neuronalen Entwicklung ohne die Möglichkeit der Neubildung oder 
Regeneration von Nervenzellen. Es herrschte das 1928 von dem spanischen Neuroana-
tomen S. R. y Cajal aufgestellte Dogma: „…everything may die, nothing may be rege-
nerated.“ [Cajal, 1928; Lie et al., 2004]. Das Absterben von Nervenzellen galt als der 
wesentliche Grund für neurodegenerative Veränderungen.  
In den letzten Jahrzehnten hingegen wurden auch im adulten Gehirn erhaltene Neuroge-
nesezentren in umschriebenen Arealen des ZNS nachgewiesen, zunächst in Tierversu-
chen [Altman & Das, 1965; Goldman & Nottebohm, 1983] und schließlich auch in hu-
manem Hirngewebe [Eriksson et al., 1998; Kempermann & Gage, 2000; Nunes et al., 
2003; Christie & Cameron, 2006]. Dies hat sich zu einem Thema von zentraler Bedeu-
tung in der Erforschung von neurologischen Krankheitsbildern und neurodegenerativen 
Prozessen entwickelt und zu einer zunehmenden Untersuchung der beteiligten Zellen 
und Prozesse in einer Vielzahl von Studien geführt. So ergab eine Recherche in der Li-
teraturdatenbank Pubmed mit den kombinierten Stichwörtern „neurogenesis“ und „hu-
man“ im März 2014 etwa 5.900 Publikationen [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed ]. 
Beim Prozess der Neurogenese handelt es sich um die Proliferation von neuronalen 
Vorläuferzellen (neuronal precursor cell; NPC) durch mitotische Teilung und anschlie-
ßende Differenzierung in Neurone. Diese reifen und migrieren um letztlich funktionell 
in entsprechende neuronale Regelkreise integriert zu werden. Dies wurde für die SGL 
des DG (Abb. 3), der etwa 50 µm breiten polymorphen Gewebeschicht zwischen Stra-
tum granulosum und CA4 Region des AH, und die Subventrikularzone (SVZ) der Sei-
tenventrikel in der Nähe des Bulbus olfactorius [Eriksson et al., 1998; Alvarez-Buylla & 
Garcia-Verdugo 2002; li Ming & Song 2005; Quiñones-Hinojosa & Chaichana, 2007; 
Kempermann, 2011] beschrieben. NPC‘s konnten auch in der subkortikal gelegenen 




Abbildung 3: Entstehung von Neuronen im Gyrus dentatus (DG) aus neuronalen Stammzellen der SGL 
mit den Stadien der Proliferation (1), Differenzierung (2), Migration (3) unreifer Neurone ins Stratum 
granulosum (G), Reifung (4) und Einbindung in neuronale Schaltungen (5) mit dendritischen Zellausläu-
fern ins Stratum moleculare (ML) [aus li Ming & Song, 2005] 
 
Es wird angenommen, dass die adulte hippocampale Neurogenese im Sinne der Neuro-
plastizität eine initiale Schlüsselrolle bei der Verknüpfung neuer Erinnerungen mit sen-
sorischen Informationen spielt und durch eine hohe Variabilität von außen einwirkender 
Reize getriggert wird [Kempermann et al., 1997; Kempermann et al., 2004; li Ming & 
Song, 2005; Aimone et al., 2006]. Eine Verminderung der Neurogenese wurde im 
Tiermodell und teils auch in humanen Studien sowohl für physiologische Veränderun-
gen wie das Altern als auch für pathologische Prozesse, wie z. B. Depression oder Al-
koholismus, gezeigt [Kuhn et al., 1996; Malberg et al., 2000; Nixon & Crews, 2002; 
Lovell et al., 2006; Nixon, 2006; Kempermann et al., 2011]. Andere neuropathologische 
Entitäten wie Epilepsie, Traumata oder neurodegenerative Prozesse zeigten hingegen 
eine Zunahme der Neurogenese [li Ming & Song, 2005; Crespel et al., 2005]. Obwohl 
eine Veränderung der Neurogenese die Entstehung von Erkrankungen wie Morbus Alz-
heimer, Depression, Schizophrenie, Epilepsie oder auch Abhängigkeitserkrankungen 
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nicht allein erklären kann, wird ein Zusammenhang im ätiopathologischen Kontext dis-
kutiert [Bluemcke et al., 2001; Abrous et al., 2005; Crespel et al., 2005; Lovell et al., 
2006; Canales, 2007; Kempermann et al., 2008; Mattiesen et al., 2009; Perry et al., 
2012]. Zudem birgt die grundsätzliche Möglichkeit der Erneuerung von Nervenzellen 
enormes prophylaktisches und therapeutisches Potential bei der Behandlung neurodege-
nerativer Erkrankungen. 
Einerseits werden Lernaspekte mit der Entstehung und Unterhaltung von Gewöhnungs- 
und Abhängigkeitseffekten sowie einer erhöhten Rückfallrate nach Entwöhnung in Ver-
bindung gebracht [Nestler et al., 1993; Nestler et al., 2001; Eisch & Harburg 2006]. 
Andererseits können bei Drogenabhängigkeit häufig ausgeprägte kognitive Störungen, 
insbesondere in Bezug auf die Verarbeitung und das Memorieren neuer Informationen, 
beobachtet werden, die auf eine Dysfunktion der hippocampalen Verarbeitung hinwei-
sen. Zahlreiche Arbeiten haben sich mit dem Zusammenhang von kognitiven Defiziten 
und Hirngewebsschädigungen nach chronischem Heroinmissbrauch beschäftigt [Cipolli 
& Galliani, 1987; Guerra et al., 1987; Spain & Newsom, 1991; Oehmichen et al., 1996; 
Buettner et al., 2000; Anthony et al., 2005; Buettner et al., 2006]. So wurden unter ande-
rem eine generelle Verminderung von Neuronen und Astrozyten [Buettner et al., 2006] 
und eine Verringerung der Neuronenzahl innerhalb des Hippocampus [Oehmichen et 
al., 1996] beschrieben. Dies scheint den Einfluss des limbischen Systems bei der Ent-
stehung und Unterhaltung einer Abhängigkeitserkrankung zu bestätigen [Mandyam & 
Koob, 2012]. 
Eine Verringerung oder Hemmung der Neurogenese im Hippocampus von Ratten bzw. 
Mäusen nach chronischer, jedoch nicht nach singulärer, akuter Applikation von Mor-
phin konnte bereits belegt werden [Eisch et al., 2000; Harburg et al., 2007]. In Vorarbei-
ten der Arbeitsgruppe Weber et al. an humanem hippocampalem Hirngewebe konnte 
gezeigt werden, dass chronischer Heroinmissbrauch mit reaktiver Astrozytose, Mikrog-
liose und einem Anstieg der Expression des polysialated acid neural adhesion molecule 
(PSA-NCAM) verbunden ist [Weber et al., 2006; Weber et al. 2013]. 
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1.5. Aufgabenstellung und Ziel der Arbeit 
 
Als Konsequenz aus den bisher eingeführten Erkenntnissen leitet sich die Hypothese 
eines substantiellen Einflusses von Abhängigkeitserkrankungen, insbesondere der Hero-
inabhängigkeit, auf die adulte hippocampale Neurogenese beim Menschen ab. Um die-
ser Frage nachzugehen, wurden in dieser Studie teils retro-, teils prospektiv postmortal 
entnommene und in Formalin fixierte Gewebeproben aus dem Hippocampus von Ver-
storbenen mit bekannter Heroinabhängigkeit und autoptisch gesicherter letaler Heroin-
intoxikation gesammelt. Diese wurden immunhistochemisch auf ausgewählte Neuroge-
nesemarker hin untersucht und mit Gewebeproben einer alters- und geschlechtsadaptier-
ten Kontrollgruppe verglichen. Hierbei sollten insbesondere folgende Fragestellungen 
berücksichtigt werden: 
- Lassen sich etablierte immunhistochemische Marker der verschiedenen Neuroge-
nesestadien, insbesondere Proliferation, Differenzierung und Migration, an huma-
nem, in Formalin fixiertem und in Paraffin eingebettetem Hirngewebe anwenden? 
- In welchem Umfang findet adulte humane Neurogenese in der SGL von Men-
schen im jungen bis mittleren Erwachsenenalter statt? 
- Finden sich, sofern anwendbar, Unterschiede in der Expression der Neurogenese-
marker in der SGL bei Heroinabhängigen im Vergleich zur Kontrollgruppe? 
- Falls Unterschiede bestehen, lassen sich diese mit einer, wie tierexperimentell 
festgestellter, Verminderung der Neurogenese nach chronischem Opiatgebrauch 
auch beim Menschen vereinbaren? 
Es wurden spezifische Antikörper gegen Proteine ausgewählt, die einerseits in der aktu-
ellen Literatur als Proliferationsmarker oder Marker für verschiedene Neurogenesesta-
dien beschrieben sind (Abb. 4). Andererseits sollten die Antikörper auch für immunhis-
tochemische Untersuchungen an formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem Hirn-




Abbildung 4: Zuordnung ver-
schiedener Marker zu den Stadi-
en der Neurogenese – Differen-
zierung (2), Migration unreifer 
Neurone (3), Reifung (4) und 
Einbindung in neuronale Schal-









Die verwendeten Marker werden nachfolgend aufgeführt: 
Musashi-1 (MSI-1) ist ein kerngebundenes RNA-Bindungsprotein, welches über 
mRNA-Transkriptionsinhibition indirekt aktivierend auf den Notch1-pathway – ein 
Signaltransduktionsweg, über den Zellen auf äußere Einflüsse und Informationen be-
nachbarter Zellen reagieren können – einwirkt. MSI-1 gilt als sensibler Marker für 
NPC‘s [Kaneko et al., 2000; Kanemura et al., 2002; Okano et al., 2005; von Bohlen und 
Halbach, 2011]. Eine Erhöhung wurde für neurodegenerative Erkrankungen wie Mor-
bus Alzheimer, Morbus Pick oder die Lewy-Body-Demenz im Hippocampus nachge-
wiesen [Lovell & Markesbery, 2005; Johnson et al., 2011]. In der SVZ hingegen zeigte 
sich eine Reduktion von MSI-1-positiven NPC‘s bei Morbus Alzheimer [Ziabreva et al., 
2006]. 
Nestin ist ein Typ VI Intermediärfilament und Bestandteil des Zytoskeletts. Es wird im 
Rahmen der frühen neuronalen Differenzierung exprimiert und ist in die radiale Wachs-
tumsphase des Zytoskeletts von Nervenzellen involviert. Während späterer Reifungs- 
und Migrationsprozesse wird Nestin durch zellspezifische Neurofilamente ersetzt. So-
mit gilt Nestin bei einer Co-Expression mit GFAP (glial fibrillary acidic protein) eben-
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falls als Marker für NPC’s in einem frühen Differenzierungsstadium der Neurogenese 
[Lendahl et al., 1990; Crino et al., 1997; Bluemcke et al., 2001; Michalczyk & Ziman, 
2005; von Bohlen und Halbach, 2011]. Zudem wurde Nestin als Angiogenesemarker in 
proliferierenden Endothelzellen beschrieben [Teranishi et al., 2007]. 
Calretinin ist ein Vitamin-D abhängiges Calciumbindungsprotein. Es dient über die 
Modulation des Calciumhaushaltes, z.B. als Bestandteil von Calmodulin, der intrazellu-
lären Signalübertragung [Schwaller et al., 1997; Barinka & Druga, 2010]. Calretinin gilt 
als Marker für junge postmitotische, reifende Neurone im Rahmen der funktionellen 
Eingliederung in entsprechende neuronale Regelkreise [Brandt et al., 2003; von Bohlen 
und Halbach, 2007; von Bohlen und Halbach, 2011].  
Ki-67 ist ein kerngebundenes Protein und gilt als Marker für proliferierende Zellen die 
sich in der späten G1-Phase, S-Phase oder G2-Phase des Zellzyklus oder gerade in mito-
tischer Teilung befinden. In reifenden bzw. ruhenden Zellen (G0-Phase) ist Ki-67 be-
reits nach etwa 90 min. nicht mehr nachweisbar. Seit vielen Jahren ist Ki-67 als essenti-
eller Marker zur Bestimmung der Wachstumsfraktion von humanen Tumoren in der 
pathologischen Routinediagnostik etabliert [Gerdes et al., 1983; Del Bigio, 1999; 
Scholzen & Gerdes, 2000; Kee et al., 2002; Wharton et al., 2005]. 
Doublecortin (DCX) ist ein X-chromosomal codiertes Phosphoprotein und gilt als ein 
sog. Mikrotubuli-assoziiertes Protein. Es dient im embryonalen und adulten Hirn, insbe-
sondere während der Translokation des Zellkerns innerhalb von Migrationsprozessen, 
dazu, Mikrotubuli zu binden und zu stabilisieren. DCX findet sich vor allem in postmi-
totischen und migrierenden Neuronen im zentralen und peripheren Nervensystem, wäh-
rend es in NPC’s und reifen Neuronen kaum oder nicht nachzuweisen ist [Gleeson et al., 
1999; Brown et al., 2003; Couillard-Despres et al., 2005; von Bohlen und Halbach, 
2007; von Bohlen und Halbach, 2011]. Die Fehlbildung von DCX kann aufgrund einer 
gestörten Migration von reifenden Neuronen zu einer Form der Lissenzephalie mit Epi-
lepsie und geistiger Retardierung führen [des Portes et al., 1998; Gleeson et al., 1998]. 
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GFAP (glial fibrillary acidic protein) ist ein Typ III Intermediärfilament und ebenfalls 
Bestandteil des Zytoskeletts. Es findet sich überwiegend in Zellen des ZNS, vornehm-
lich in Astrozyten und Ependymzellen [Jacque et al., 1978; Roessmann et al., 1980]. 
GFAP gilt als etablierter zellulärer Marker für Astrozyten [Reske-Nielson et al., 1987; 
Franke et al., 1995; Weber et al., 2006; Weber et al., 2013]. GFAP findet sich auch in 
jungen NPC‘s in der frühen postmitotischen Phase, die Expression erfolgt im gleichen 
zeitlichen Rahmen wie Nestin [von Bohlen und Halbach, 2007; von Bohlen und Halb-
ach, 2011]. In vorangegangenen Studien der Arbeitsgruppe Weber et al. mit vergleich-
baren und teilweise überlappenden Untersuchungsgruppen wurde bereits eine stärkere 
Verzweigung und größere Ausdehnung GFAP positiver Zellfortsätze innerhalb der SGL 
bei Heroinabhängigen als Ausdruck einer erhöhten Astrogliose diskutiert [Weber et al., 
2006; Weber et al., 2013]. 
Zudem wurden am Rudolf-Boehm-Institut für Pharmakologie und Toxikologie der Uni-
versität Leipzig für MSI-1, Nestin, GFAP und als zusätzliche immunhistochemische 
Marker NeuN, als Marker für reife Neurone, und Tuj1, als Marker für unreife postmito-
tische Neurone, Immunfluoreszenzfärbungen angefertigt und ausgewertet [Richter, 
2009]. Diese Colokalisationsfärbungen sollen der Zuordnung der Zellen in verschiedene 
Stadien der Neurogenese dienen [li Ming & Song, 2005; von Bohlen und Halbach, 










2. Materialen und Methoden 
 
2.1. Fall- und Kontrollgruppe 
 
Bei gerichtlichen Obduktionen am Institut für Rechtsmedizin der Universität Leipzig 
werden im Rahmen der Routinegewebeentnahme zur histologischen Sicherung der Sek-
tionsdiagnosen unter anderem standardisiert Gewebeproben des Hippocampus aus dem 
in koronare Scheiben zerteiltem Gehirn von Verstorbenen entnommen. Alle verwende-
ten Gewebeproben werden unmittelbar nach Entnahme in gepuffertem, 4%igem Forma-
lin fixiert und für mindestens 48 Stunden bis maximal 5 Jahre aufbewahrt und bei der 
Beauftragung und Notwendigkeit histologischer Untersuchungen in Paraffin eingebettet. 
Die Heroinabhängigkeit wurde hier als Modell für Abhängigkeitserkrankungen gewählt, 
da Heroin ein hohes physisches und psychisches Suchtpotential besitzt und daher mit 
hoher Wahrscheinlichkeit bei einer letalen Heroinintoxikation nicht nur von einem ein-
maligen Gebrauch, sondern von einem chronischen Missbrauch oder einer Abhängigkeit 
auszugehen ist. Letale Heroinintoxikationen sind regelmäßiger Bestandteil des rechts-
medizinischen Sektionsgutes, die Obduktion der Verstorbenen sowie die erforderlichen 
toxikologisch-chemischen Zusatzuntersuchungen werden dabei zur Klärung der Todes-
ursache staatsanwaltschaftlich angeordnet. Zudem handelt es sich bei den Opfern einer 
letalen Heroinintoxikation überwiegend um jüngere Erwachsene, so dass erhebliche 
degenerative Veränderungen oder neurologische Begleiterkrankungen mit möglicher 
Beeinflussung der Neurogenese im Regelfall (noch) nicht zu erwarten sind. 
Die Verdachtsdiagnose einer Heroinintoxikation ergab sich während der Obduktion 
zunächst jeweils aus der vorhandenen Anamnese entsprechend der Angaben der Polizei 
oder des Rettungsdienstes, der meist typischen Auffindesituation mit „Fixer“-Utensilien 
(Spritze, Löffel, Drogenpäckchen, etc.) vor Ort und / oder dem Nachweis mehrzeitiger 
Punktionsstichverletzungen als Hinweis auf intravenösen Drogenmissbrauch. Als To-
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desursache wurde in jedem Fall eine monovalente Heroin- bzw. eine Mischintoxikation 
mit führender Heroinbeteiligung durch das Obduktionsergebnis und eine toxikologisch-
chemische Untersuchung (Mittelwert – MW – für Morphin im Blut: 555 ± 418 ng/ml) 
gesichert (Fallgruppe n = 20; Tabelle 1; zu detaillierten Angaben siehe Anlage 1).  
Tabelle 1 - Übersicht zur Fallgruppe (n = 20) 
6 Frauen: MW Alter:   20,2 ± 2,3 Jahre 
  MW Hirngewicht:  1380,0 ± 46,0 g 
14 Männer: MW Alter:   27,4 ± 6,8 Jahre 
  MW Hirngewicht:  1469,8 ± 102,7 g 
MW Alter Gesamtgruppe:   25,3 ± 6,7 Jahre 
Median Alter / Alterspanne:   24 Jahre / 17 – 45 Jahre 
MW postmortales Intervall (PMI):  2,5 ± 1,5 Tage 
Median PMI / Spanne PMI:   2,4 Tage / 0,3 – 4,8 Tage 
 
Die Kontrollgruppe (n = 28; Tabelle 2; zu detaillierten Angaben siehe Anlage 2) um-
fasst Verstorbene mit meist traumatischer Todesursache, sehr kurzer Agoniephase und 
negativem toxikologisch-chemischem Untersuchungsergebnis. Aus den vorliegenden 
anamnestischen Angaben und aus den Sektionsbefunden ergaben sich jeweils keine An-
haltspunkte für chronische Erkrankungen oder einen vorbestehenden chronischen Alko-
hol-, Drogen- oder Medikamentenmissbrauch. 
Tabelle 2 - Übersicht zur Kontrollgruppe (n = 28) 
8 Frauen: MW Alter:   20,5 ± 2,9 Jahre 
  MW Hirngewicht:  1270,6 ± 139,8 g 
20 Männer: MW Alter:     28,2 ± 6,8 Jahre 
  MW Hirngewicht:  1469,5 ± 137,1 g 
MW Alter Gesamtgruppe:   26,0 ± 6,9 Jahre 
Median Alter / Alterspanne:   24 / 17 – 41 Jahre 
MW PMI:     2,6 ± 1,5 Tage 
Median PMI / Spanne PMI:   2,1 Tage / 0,5 – 5,7 Tage 
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Für beide Gruppen erfolgte fast immer eine zwischenzeitliche Kühlung der Leichen 
nach Auffindung. Es wurde immer eine morphologische Befundung während der Ob-
duktion und, sofern staatsanwaltschaftlich beauftragt, teilweise eine zusätzliche standar-
disierte histologische Befundung sowie eine Beurteilung bekannt gewordener fremd-
anamnestischer Angaben durchgeführt. Hierdurch wurden, soweit wie möglich, konkur-
rierende Todesursachen, generalisierte entzündliche Veränderungen, ausgeprägte chro-
nische innere Erkrankungen oder auffällige degenerative Veränderungen und insbeson-
dere substantielle Hirnschädigungen, z.B. im Rahmen eines Schädel-Hirn-Traumas aus-
geschlossen. Auch in histologischen Untersuchungen der verwendeten Gewebeproben 
mittels Hämatoxylin-Eosin-Färbung im Vorfeld der vorliegenden Arbeit, wurden patho-
logische und traumatische Hirnveränderungen, soweit möglich, ausgeschlossen. Ebenso 
erfolgte der Ausschluss von Verstorbenen mit einer unmittelbar prämortalen notfallme-
dizinischen Behandlung, insbesondere mit der Gabe von Medikamenten. Zudem wur-
den, unabhängig vom individuellen postmortalen Intervall (PMI; Zeitintervall zwischen 
Todeseintritt und Obduktion bzw. Probenentnahme), Verstorbene mit morphologisch 
feststellbaren Fäulnisveränderungen, wie beispielsweise über den Unterbauch hinausge-
hende Grün- oder Braunfäule, fäulnisbedingten Organerweichungen oder Fäulnisgas-
blähung, aus der Studie ausgeschlossen. 
Die Studie erhielt positive Voten durch die Ethikkommission der medizinischen Fakul-
tät der Universität Leipzig (Vorgangsnummern 100-2005; 195-2006; 328-2008). 
 
2.2. Toxikologisch-chemische Untersuchungen 
 
Im Rahmen einer rechtsmedizinischen Obduktion werden routinemäßig unter anderem, 
soweit vorhanden, Herz- und / oder Oberschenkelvenenblut, Mageninhalts- und Urin-
proben entnommen. Diese Proben werden, sofern staatsanwaltschaftlich angeordnet, 
einer forensischen toxikologisch-chemischen Untersuchung sowie einer Bestimmung 
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der Blutalkoholkonzentration (BAK) in der Abteilung für Toxikologie des Institutes für 
Rechtsmedizin Leipzig unterzogen. Dafür werden die Proben nach entsprechender Auf-
arbeitung mittels Hochleistungsflüssigchromatographie oder mittels Kapillar-
Gaschromatographie analysiert. Die Untersuchungsmaterialien werden hierbei zunächst 
ungezielt in einem Screening auf Medikamente und organische Gifte untersucht. Wei-
terhin erfolgt ein Drogenscreening einer Blut- oder Urinprobe mittels Immunoverfahren 
auf Amphetamine, Cannabinoide, Kokain und Opiate. Sofern dieses qualitative Scree-
ning ein positives Ergebnis für Opiate ergibt, werden die Blutproben nach Zusatz von 
deuteriertem Morphin und Codein einer Festphasenextraktion unterzogen. Die Extrakte 
werden mit Trifluoressigsäure versetzt, die anschließende quantitative Analyse erfolgt 
durch Gaschromatographie mit anschließender Massenspektrometrie [Maurer, 1992]. 
Diese Analysen wurden bei allen verwendeten Fällen und Kontrollen durchgeführt. 
Für die rechtlich erforderliche Qualitätssicherung nimmt die Abteilung für Toxikologie 
regelmäßig und mehrfach jährlich erfolgreich an zertifizierten Ringversuchen, insbe-
sondere dem „Ringversuch zur Bestimmung von Betäubungsmitteln im Blut“ der Ge-




Immunhistochemische Nachweismethoden funktionieren alle nach dem gleichen 
Grundprinzip. Ein entsprechender mono- oder polyklonaler Antikörper wird auf das 
Untersuchungsmaterial aufgetragen um an das, ggf. zuvor demaskierte, nachzuweisende 
Antigen, in der Regel definierte Zellstrukturen, zu binden. Es besteht die Möglichkeit, 
ein Enzym direkt an den Antikörper zu binden, welches nach entsprechender Weiterbe-
handlung eine Farbänderung hervorruft. Sensitiver ist die Verstärkung durch Sekundär- 
oder ggf. Tertiärantikörper, welche zunächst an den Primärantikörper binden, da hierbei 
mehrere Bindungsstellen für die letztlich farbänderungsverursachenden Enzyme vor-
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handen sind und somit eine intensivere Färbung erzielt wird. Weit verbreitet sind heut-
zutage Avidin- oder Streptavidin- (LAB – labeled Avidin-Biotin method; LSAB – la-
beled Streptavidin-Biotin method) -gekoppelte Methoden. Hierbei ist der Sekundäranti-
körper mit Biotin konjugiert, zu dem das in einem dritten Schritt zugegebene Avidin 
bzw. Streptavidin eine hohe Affinität aufweist. Dieser dann entstehende Avidin- bzw. 
Streptavidin-Biotin-Komplex katalysiert schließlich das verwendete Chromogen DAB 
(3,3`-Diaminobenzidin) zu einem lichtmikroskopisch braunen Präzipitat. Die LSAB-
Methode wird als deutlich sensitiver beschrieben [Guesdon et al., 1979; Giorno, 1984]. 
Von den in Paraffinblöckchen eingebetteten Gewebeproben wurden mit einem Mikro-
tom (Leica, Wetzlar, Deutschland) 5 µm dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden zu-
nächst zur Streckung der Schnitte in ein 37 – 39 °C warmes Wasserbad verbracht und 
auf Objektträger mit permanenter positiver Oberflächenspannung (SuperFrost® Plus, 
Menzel Gläser, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen. Zur Entparaffinierung wurden 
die Objektträger für 60 min. unter Umluft (Tissue Drying Oven TDO 60, Medite, Burg-
dorf, Deutschland) auf ca. 56 ° C erwärmt, danach für 3 x 5 min. in Xylol entparaffiniert 
und schließlich in einer absteigenden Alkoholreihe (2 x 5 min. Ethanol abs., 1 x 5 min. 
Ethanol 85 %, 1 x 5 min. Ethanol 75 %, 1 x 5 min. Aqua dest.) rehydriert. 
Es lagen jeweils standardisierte LSAB Protokolle entsprechend der jeweiligen Herstel-
lervorgaben vor. Diese wurden durch umfangreiche Austestung verschiedener Antigen-
demaskierungsprotokolle (unterschiedlich lange Mikrowellenvorbehandlung, Trypsin- 
und Salzsäurevorbehandlung), multiple Antikörperverdünnungsreihen und mehrfache 
Variation der Inkubationszeiten und –temperaturen spezifisch an die verwendeten Anti-
körper angepasst, um ein möglichst optimales Verhältnis zwischen erwünschter spezifi-
scher Farbreaktion und unerwünschter unspezifischer Hintergrundfärbung zu erreichen. 
Die Antigendemaskierung erfolgte meist durch Hitzevorbehandlung in einer Mikrowelle 
(Micromat, AEG, Stockholm, Schweden). Als Chromogen wurde DAB (DakoCytoma-
tion, Glostrup, Dänemark) verwendet, welches sich lichtmikroskopisch braun darstellt. 
Für die doppelimmunhistochemische Darstellung von Ki-67 und GFAP wurde zur Un-
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terscheidung der gefärbten Strukturen in einem Arbeitsschritt DAB mit Nickelsulfat 
versetzt und dadurch eine Schwarzfärbung erzielt [Hsu & Soban, 1982]. 
Es wurden folgende Antikörper für immunhistochemische Untersuchungen verwendet: 
MSI-1 – monoclonal rabbit Immunglobulin G (IgG), Abcam, Cambridge, Großbritanni-
en; Verdünnung 1:200, Inkubationsdauer 60 min. bei Raumtemperatur (RT); Positiv-
kontrolle (PK): humanes fetales Hirngewebe [Ficker, 2008] 
Nestin – monoclonal mouse IgG, RD Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland; 
Verdünnung 1:200, Inkubationsdauer 24 h bei 4°C; PK: humanes fetales Hirngewebe 
Calretinin – monoclonal rabbit IgG, Invitrogen Life Technologies, Darmstadt, 
Deutschland; Verdünnung 1:25, Inkubationsdauer 30 min. bei 37 °C; PK: Mesotheliom 
Ki-67 – monoclonal mouse clone MIB-1 IgG, DakoCytomation, Glostrup, Dänemark; 
Verdünnung 1:100, Inkubationsdauer 30 min. bei RT; PK: kolorektales Karzinom 
DCX – monoclonal goat IgG, Santa Cruz Biochemicals, Santa Cruz, CA, USA; Ver-
dünnung 1:150, Inkubationsdauer 60 min. bei RT; PK: Glioblastom 
GFAP – monoclonal mouse IgG, DakoCytomation, Glostrup, Dänemark; Verdünnung 
1:500, Inkubationsdauer 30 min. bei RT oder 24 h bei 4°C; PK: schnittinterne Astrozy-
ten 
Nach Abschluss der immunhistochemischen Färbungen erfolgte, sofern zur besseren 
Visualisierung und Quantifizierung erforderlich, eine Kerngegenfärbung mit Hämalaun 
nach Mayer mit resultierender blauer Färbung der Zellkerne. Nachfolgend wurden die 
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (1 x 2 min. Aqua dest., 1 x 2 
min. Ethanol 75 %, 1 x 2 min. Ethanol 85 %, 2 x 2 min. Ethanol abs., 3 x 2 min. Xylol) 
und abschließend mittels schnell aushärtendem Eukitt (Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland) eingedeckt und bei RT für 24 h getrocknet. 
24 
 
Bei jedem Färbedurchgang wurden Negativkontrollen ohne Zugabe des Primärantikör-
pers und Positivkontrollen, jeweils mit dem vom Hersteller empfohlenem Vergleichs-
gewebe, in gleicher Art und Weise wie die übrigen Schnitte bearbeitet, um die Spezifität 
der Färbungen nachzuweisen und mögliche Fehler im Färbeprotokoll aufzudecken. Bei 
Auffälligkeiten wurde der Färbevorgang wiederholt. 
Eine detaillierte Auflistung der optimierten und angewendeten immunhistochemischen 
Protokolle und der verwendeten Materialien findet sich in Anlage 3 - 8.  
Trotz sorgfältiger Anwendung der optimierten Protokolle konnten für keinen der ange-
wendeten Antikörper jeweils alle Proben der Fall- und Kontrollgruppe (zur jeweiligen 
Anzahl der verwendeten Proben siehe unter 3. Ergebnisse) ausgewertet werden. Unter 
Berücksichtigung der limitierten Größe der vorhandenen Gewebeproben wurde ein Prä-
parat für das jeweilige Antigen als nicht auswertbar klassifiziert, wenn nach dreimaliger 
Durchführung des entsprechend optimierten Färbeprotokolls, immer unter Mitführung 
anderer Schnitte sowie einer Positiv- und Negativkontrolle, entweder 
- jedes Mal eine erhebliche mechanische Alteration (meist im Rahmen der Anti-
gendemaskierung durch Erhitzung der Schnitte in der Mikrowelle) mit Abspülen 
des Schnittes vom Objektträger oder Zerstörung der Zielregion auftrat oder 
- das Färbeergebnis objektiv nicht verwertbar war, d.h. lediglich eine nicht ver-
wertbare Hintergrundfärbung ohne abgrenzbare Zellzuordnung bzw. keine 
lichtmikroskopisch sichtbare Färbung zu erkennen war, wobei die übrigen mit-
geführten Schnitte und die Positivkontrolle das erwartete Färbemuster aufwie-







2.4. Immunfluoreszenz und konfokale Mikroskopie 
 
Am Rudolf-Boehm-Institut für Pharmakologie und Toxikologie der Universität Leipzig 
wurden Doppelimmunfluoreszenzfärbungen, unter anderem an repräsentativen Schnit-
ten aus der hier bearbeiteten Fall- und Kontrollgruppe, durchgeführt. Dabei wurde die 
gleichzeitige Visualisierung zweier primärer Antikörper mit einer Mischung eines Cy2- 
und eines Cy5-konjugierten Sekundärantikörpers angewendet. Zur besseren Charakteri-
sierung und Visualisierung der gefärbten Zellen wurden die Schnitte, sofern notwendig, 
zusätzlich mit dem unter UV-Licht detektierbarem Zellkernmarker Hoechst 33342 
(Molecular Probes, Leiden, Niederlande) behandelt [Richter, 2009]. 
Die Schnitte wurden mit Tris-Puffer gespült (TBS; tris buffered saline; pH 7,6) und mit 
5%-igem fetalem Kalbsserum und 0,09%-igem Triton für 30 min. bei RT behandelt. 
Anschließend erfolgte eine Inkubation mit dem jeweiligem primären Antikörper-Mix 
(siehe Kapitel 2.3. Immunhistochemie) in 0,1 %-igem Triton (mit 5% fetalem Kalbsse-
rum in TBS) für 24 h bei 4 °C oder für 2 h bei RT. Als Sekundärantikörper wurden 
Cy5-konjugierte (donkey anti-rabbit IgG; Verdünnung 1:100 bzw. donkey anti-goat 
IgG; Verdünnung 1:100) und Cy2-konjugierte (donkey anti-rabbit IgG; Verdünnung 
1:400 bzw. donkey anti-goat IgG; Verdünnung 1:400; jeweils Jackson Immunoresearch, 
West Grove, PA, USA; Inkubationsdauer jeweils 2 h bei RT) Sekundärantikörper ver-
wendet. Die Wahl des Sekundärantikörpers erfolgte abhängig von der gewählten Tier-
spezies des Primärantikörpers und der gewünschten Färbung. Die Spezifität der Unter-
suchungsergebnisse und die Einhaltung des Protokolls wurden mittels Kontrollen, die 
nicht mit dem Primärantikörper behandelt wurden bzw. bei denen der Primärantikörper 
vor deren Behandlung durch Inkubation mit dem Zielpeptid gesättigt wurde, nachge-
wiesen [Richter, 2009].  
Zur Untersuchung der Schnitte wurde ein Konfokales Laser-Scanner Mikroskop (LSM 
510 Meta, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit Extinktionswellenlängen von 633 nm 
(helium / neon2; Cy5-labeling, farbcodiert in blau) und 488 nm (argon, yellow-green 
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Cy2) und für die mit Hoechst 33342 behandelten Schnitte zusätzlich ein UV-Laser (351 
– 362 nm) verwendet. 
 
2.5. Quantifizierung, Datenanalyse und Statistik 
 
Um eine subjektive Beeinflussung zu vermeiden und so die Gefahr eines systematischen 
Fehlers zu minimieren, wurden die behandelten Schnitte ohne Kenntnis des Untersu-
chers um die jeweilige Zugehörigkeit zu Fall- oder Kontrollgruppe lichtmikroskopisch 
begutachtet und ausgewertet. Zudem erfolgte unter gleichen Bedingungen unabhängig 
eine Vergleichsauswertung durch einen zweiten Untersucher, aus den jeweiligen Ergeb-
nissen wurde ein Mittelwert gebildet und für die Ergebnisermittlung genutzt. Für die 
Untersuchung und Digitalfotografie wurde eine Kamera- (Canon Inc., Tokyo, Japan) 
Mikroskopkombination (Axioskop, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) und die zugehörige 
Software Axiovision 4.6.3-SP1 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) sowie für die Flächen-
bestimmung anhand der Aufnahmen und die Bildbearbeitung die Grafikfreeware 
Paint.net V. 3.5. (dotPDN LLC, USA) verwendet. 
Aufgrund der generell sehr spärlichen Anzahl Ki-67 positiver Zellen erfolgte deren 
Quantifizierung im DG (Stratum moleculare, Stratum granulosum und SGL) und der 
CA4 Region des Hippocampus. Es wurden zunächst Digitalaufnahmen am Mikroskop 
angefertigt (Vergrößerungsfaktor 1:100) und anschließend der Flächeninhalt des ent-
sprechenden Areals mittels des Programms Paint.net bestimmt. Ki-67 positive Zellen 
wurden jeweils am Lichtmikroskop (Vergrößerungsfaktor 1:400) ausgezählt. 
Für MSI-1, Calretinin und Nestin wurden von jedem untersuchtem histologischen 
Schnitt drei repräsentative Digitalaufnahmen im Hauptgesichtsfeld (Vergrößerungsfak-
tor 1:400) aus der SGL angefertigt. Auf diese Aufnahmen wurde tangential zum Stra-
tum granulosum eine Rechteckfläche gelegt, der Flächeninhalt wurde bestimmt und die 
jeweils positiv gefärbten Zellen und zur Bestimmung der Gesamtzellzahl die in nicht 
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angefärbten Zellen liegenden Zellkerne sowohl anhand der Fotoaufnahme als auch 
lichtmikroskopisch visuell ausgezählt. Aus den drei Einzelaufnahmen wurde jeweils der 
Mittelwert gebildet und so die durchschnittliche Zellzahl / mm² sowie der Index der 
positiven Zellen / Gesamtzellzahl ermittelt. 
Zudem wurden aufgrund lichtmikroskopisch auffälliger Unterschiede die Calretinin 
positiven Faserfärbungen innerhalb der SGL beurteilt und mittels eines semiquantitati-
ven Punktwertes (Score) analysiert: 
Score 0  Keine lichtmikroskopisch abgrenzbare Calretinin-Faserfärbung in der 
Mehrzahl der untersuchten Areale pro Schnitt – jedoch zumindest verein-
zelt Nachweis Calretinin positiver Zellen oder Fasern auf den Schnitten 
und somit Ausschluss einer fehlerhaften Färbung. 
Score 1   Lichtmikroskopisch sichtbare Calretinin-Faserfärbung in der Mehrzahl 
der untersuchten Areale pro Schnitt. 
Die Färbungen mit DCX wurden lichtmikroskopisch beurteilt, aufgrund der unerwartet 
nicht reproduzierbaren, unzureichenden und somit für eine weitere Auswertung nicht 
nutzbaren Färbeergebnisse wurde keine Quantifizierung durchgeführt. 
Die erhobenen Daten wurden statistisch mittels SPSS (Statistical Package for the Social 
Sciences), Version 19.0, (SPSS Inc. Chicago, IL, USA) analysiert. Die Ergebnisse sind 
als Box-Whisker-Plots dargestellt. Es wurden der non-parametrische Mann-Whitney-U-
Test, der Chi-Square-Test und eine lineare Regressionsanalyse angewendet. Unterschie-
de wurden als signifikant bei einer Überschreitungswahrscheinlichkeit p < 0,05 einge-
stuft, ein Trend wurde bei p < 0,1 angenommen. Sofern angegeben, sind Mittelwerte 








3.1. Deskriptive Datenanalyse 
 
In dieser Studie wurden postmortal entnommene und in Formalin fixierte Gewebepro-
ben aus dem Hippocampus von insgesamt 48 Verstorbenen immunhistochemisch unter-
sucht. Detaillierte Angaben hierzu finden sich im Anhang 1 und 2. Die Fallgruppe (n = 
20) setzt sich aus 14 männlichen und 6 weiblichen Verstorbenen mit einem Alter von 17 
– 45 Jahren zusammen. Das Durchschnittsalter der männlichen Verstorbenen betrug 
27,4 ± 6,7 Jahre (Median = 26 Jahre), das der weiblichen signifikant (p = 0,01) weniger 
mit 20,2 ± 2,3 Jahre (Median = 20 Jahre). Als Todesursache wurde in allen Fällen au-
toptisch eine letale Heroinintoxikation, resultierend aus den Sektionsbefunden, der vor-
handenen Angaben sowie dem toxikologisch-chemischem Nachweis von Morphin (MW 
= 555 ± 418 ng/ml; Median = 487 ng/ml) und Codein (MW = 84 ± 66 ng/ml; Median = 
66 ng/ml) im Blut, festgestellt. Interessanterweise fanden sich bei den weiblichen Ver-
storbenen durchschnittlich höhere (jedoch nicht signifikant; p = 0,138) Morphin- (MW 
= 753 ± 463 ng/ml) und Codeinkonzentrationen (MW = 126 ± 95 ng/ml) als bei den 
männlichen (MW Morphin = 470 ± 383 ng/ml; MW Codein = 66 ± 43 ng/ml). In insge-
samt 14 Fällen bestand eine Mischintoxikation, dabei wurden in 10 Fällen zusätzlich 
Benzodiazepine (vor allem Flunitrazepam), in 4 Fällen Kokain und in 2 Fällen Cannabis 
nachgewiesen (vereinzelt kombiniert). Bei 5 Fällen erfolgte keine BAK-Bestimmung, in 
lediglich 3 Fällen wurde eine relevante BAK über 1 ‰ festgestellt, der MW lag bei 0,43 
± 0,79 ‰ (Median = 0,03 ‰). Die postmortale Liegezeit zwischen wahrscheinlichem 
Todeseintritt, entsprechend der Angaben in der Todesbescheinigung und / oder auf-
grund der polizeilichen Ermittlungsergebnisse, und Obduktion betrug durchschnittlich 
2,8 ± 1,4 Tage (Median = 2,5 d). Bei allen Personen wurde durch die Polizei bzw. 
Staatsanwaltschaft ein mindestens mehrere Monate bis Jahre bestehender Missbrauch 
von Betäubungsmitteln, meist Heroin, ermittelt. Diese Angaben beruhen auf der Befra-
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gung Angehöriger bzw. Bekannter der Verstorbenen oder resultieren aus vorherigen 
polizeilichen Kontakten. 
Die alters- und geschlechtsadaptierte Kontrollgruppe (n = 28) setzt sich aus 20 männli-
chen und 8 weiblichen Verstorbenen mit einem Alter von 17 – 41 Jahren zusammen. 
Das Durchschnittsalter der männlichen Verstorbenen betrug 28,2 ± 6,8 Jahre (Median = 
28 Jahre), das der weiblichen ebenfalls signifikant (p = 0,005) weniger mit 20,5 ± 2,9 
Jahren (Median = 19,5 Jahre). Die Todesursachen waren in der Mehrzahl Polytraumata 
nach Verkehrsunfällen, Suizide und Homizide, jeweils ohne relevante Verletzungen des 
Kopfes bzw. des Gehirns. Die toxikologisch-chemischen Untersuchungen verliefen in 
allen Kontrollen negativ für Drogen und Medikamente. Bei 5 Kontrollen wurde keine 
BAK-Bestimmung durchgeführt, in lediglich 2 Fällen wurde eine relevante BAK über 1 
‰ festgestellt, der MW lag bei 0,29 ± 0,77 ‰ (Median = 0,03 ‰). Die postmortale 
Liegezeit zwischen wahrscheinlichem Todeseintritt, entsprechend der Angaben in der 
Todesbescheinigung und / oder aufgrund der polizeilichen Ermittlungsergebnisse, und 
Obduktion betrug durchschnittlich 2,8 ± 1,6 Tage (Median = 2 d). Im Rahmen der Ob-
duktion und aus den vorliegenden polizeilichen Angaben zur Vorgeschichte ergaben 
sich keine Hinweise auf chronische Erkrankungen oder Anhaltspunkte für einen vorbe-
stehenden Alkohol-, Drogen- und / oder Medikamentenmissbrauch. 
Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen Fall- und Kontrollgruppe hin-
sichtlich Geschlechtsverteilung, Alter, PMI und der BAK zum Todeszeitpunkt. Mögli-
che relevante Einflussfaktoren – insbesondere Geschlecht, Alter, PMI, Blutmorphin-
konzentration und BAK – wurden mittels linearer Regressionsanalyse für jeden Marker 
geprüft. Bis auf eine altersabhängige Erhöhung von Musashi-1 positiven Zellen inner-
halb der Kontrollgruppe (siehe 3.2. Musashi-1) wurden keine weiteren Korrelationen 
festgestellt. Somit ist eine relevante Beeinflussung der hier vorgestellten Untersu-







Sowohl in der Fall-, als auch in der Kontrollgruppe zeigte sich eine positive MSI-1 Ex-
pression in der SGL (Abb.5). Es fanden sich gefärbte Zellkerne und eine geringe Anrei-
cherung im Zellplasma mit vereinzelter Darstellung kurzer Zellfortsätze. 
 
Abbildung 5: MSI-1 Expressionsmuster (braun; Pfeile exemplarisch) in repräsentativer Kontrolle (A) 
und Fall (B); g: GL; sg: SGL; Kerngegenfärbung mit Hämalaun; Maßstabsbalken = 50 µm für A und B 
 
Es wurde eine signifikante (p = 0,020) Verrin-
gerung MSI-1-positiver Zellen pro Gesamt-
zellzahl in der SGL der Fallgruppe (n = 12; 
MW = 10,1 % ± 8,7 %) im Vergleich zur Kon-
trollgruppe (n = 21; MW = 17 % ± 8,5 %) 
festgestellt (Abb.6). Es bestand jedoch kein 
signifikanter Unterschied der Gesamtzellzahl 
pro Fläche (p = 0,144) in der SGL. 
Zudem zeigte sich ein signifikanter Anstieg MSI-1 positiver Zellen (p = 0,047; n = 21) 
in der SGL in Korrelation mit steigendem Lebensalter in der Kontrollgruppe. Innerhalb 
der Fallgruppe zeichnete sich ebenfalls ein Anstieg ab, dieser war jedoch statistisch 








Abbildung 6: Signifikante Reduktion (p 
= 0,020) MSI-1 positiver Zellen in der 
SGL der Fallgruppe (n = 12) im Ver-





Nahezu alle Endothelzellen der angeschnittenen Blutgefäße waren positiv für Nestin. In 
der SGL wurden Nestin positive Zellen bei beiden Gruppen gefunden (Abb. 7). Diese 
zeigten angefärbtes Zellplasma und teilweise eine bipolare Ausrichtung mit angefärbten 
Zellfortsätzen sowohl in Richtung der Granularzellschicht, als auch in Richtung der 
CA4-Region. 
 
Abbildung 7: Nestin Expressionsmuster (braun; Pfeile exemplarisch) in repräsentativer Kontrolle (A) 
und Fall (B); g: GL; sg: SGL; Kerngegenfärbung mit Hämalaun; Maßstabsbalken = 50 µm für A und B 
 
Es wurden keine signifikanten Unterschiede 
der Nestin positiven Zellen pro Gesamtzellen 
in der SGL (p = 0,717) zwischen der unter-
suchten Fallgruppe (n = 13; MW = 5,6 % ± 
2,7 %) und der Kontrollgruppe (n = 15; MW 











Abbildung 8: Nestin positive Zellen in 
der SGL der Fallgruppe (n = 13) im Ver-






Es fanden sich sowohl in der SGL, der GL, der Molekularschicht als auch in der CA4-
Region nur wenige Calretinin positive Zellen (Abb. 9 A und B). Bei der vergleichenden 
lichtmikroskopischen Beurteilung zeigten sich innerhalb der Kontrollgruppe deutlicher 
angefärbte und häufiger auftretende Calretinin positive Fasern, insbesondere in der GL 
(Abb. 9 C und D). 
 
Abbildung 9: Calretinin Expressionsmuster (braun; Pfeile exemplarisch) in repräsentativer Kontrolle 
(A und C) und Fall (B und D); deutlich schwächer ausgeprägte Faserfärbung innerhalb der Fallgruppe 
(D) im Vergleich zur Kontrollgruppe (C); g: GL; sg: SGL; Kerngegenfärbung mit Hämalaun, Maß-





















Bei Anwendung eines semiquantitativen Scores (siehe 2.5. Quantifizierung, Datenana-
lyse und Statistik) wurde ein signifikanter Verlust (p = 0,018) Calretinin positiver Fa-
sern innerhalb der Fallgruppe (n = 16) im Vergleich zur Kontrollgruppe (n = 22) festge-
stellt (Abb. 10). Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Anzahl Calretinin positi-
ver Zellen in der SGL zwischen Fall- (MW = 0,4 % ± 0,2 %) und Kontrollgruppe (MW 












Abbildung 10: Semiquantitativer Score der schwächer ausge-
prägten Faserfärbung für Calretinin innerhalb der SGL der 
Fallgruppe (n = 16) im Vergleich zur Kontrollgruppe (n = 22) 
mit einer signifikanten Reduktion (p = 0,018); karierte Säulen: 
starke Faserfärbung - Scorewert 1; weiße Säulen: schwache 
oder keine Faserfärbung - Scorewert 0; CR: Calretinin 
Abbildung 11: Calretinin positive Zellen in der SGL der Fall-
gruppe (n = 16) im Vergleich zur Kontrollgruppe (n = 22; p = 





Sowohl in der untersuchten Fallgruppe (n = 15) als auch in der Kontrollgruppe (n = 19) 
fanden sich sowohl in der CA4-Region als auch im DG und der SGL lediglich sehr we-
nige Ki-67 positive Zellen, teilweise als Zellpaar angeordnet (Abb. 12). Aufgrund der 
geringen Gesamtzahl wurden die ausgezählten positiven Zellen der letztgenannten bei-
den Regionen summiert. Es konnte weder in der SGL summiert mit dem DG (p = 0,500) 
noch in der CA4-Region (p = 0,354) ein signifikanter Unterschied der Ki-67 positiven 
Zellen pro Fläche zwischen Fall- und Kontrollgruppe festgestellt werden.  
Eine Doppelimmunfärbung von Ki-67 mit GFAP zeigte keine Colokalisation für die 







Abbildung 12: A: Repräsentative Darstellung der spärlichen Ki-67 Expression (braun) in der SGL; B: 
Kein Nachweis einer Colokalisation von Ki-67 (Zellpaar zentral – schwarz) und GFAP (braun); g: GL; 
sg: SGL; Kerngegenfärbung mit Hämalaun (zur besseren Darstellung nur in A; in B ist die GL daher 




























Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte eine umfangreiche Modulation des Färbeprotokolls 
für DCX mit mehrfacher Änderung der Vorbehandlung und des Färbeprotokolls. Trotz 
wiederholt sehr guter Färbeergebnisse bei jeweils mitgeführten Positivkontrollen (hu-
manes Glioblastom) konnten weder für die untersuchten Schnitte der Fall- noch für die 
Kontrollgruppe überzeugende bzw. auswertbare und reproduzierbare DCX Färbeergeb-
nisse erzielt werden (Abb. 13). Insofern konnte hierzu keine verlässliche Auswertung 





Abbildung 13: DCX Färbeergebnisse in einer exemplarischen Kontrolle (A) und einem Fall (B); keine 
verwertbare Anfärbung bei gleichzeitig guten Färbeergebnissen innerhalb der mitgeführten Positivkon-
trolle (Glioblastom; C); g: GL; sg: SGL; Kerngegenfärbung mit Hämalaun; Maßstabsbalken = 50 µm 














Um genaueren Aufschluss über die Art der dargestellten Zellen, insbesondere der MSI-1 
positiven Zellen zu erhalten, wurden mittels Doppelimmunfluoreszenzfärbungen ver-
schiedene Kombinationen der verwendeten immunhistochemischen Marker angewen-
det, ausgewertet [Richter, 2009] und die Ergebnisse zum Teil in die vorliegende Arbeit 
einbezogen. 
Unter den vorliegenden Bedingungen konnte innerhalb der SGL in beiden Gruppen kei-
ne Colokalisation von MSI-1 mit NeuN oder Tuj-1 gezeigt werden. Colokalisationen für 
MSI-1 und Nestin sowie für MSI-1 und GFAP wurden in der SGL (Abb. 14) sowohl 
innerhalb der Fall- als auch der Kontrollgruppe nachgewiesen. Eine Colokalisation von 
GFAP mit Nestin wurde nicht gefunden. GFAP positive Glia-Fortsätze (Fasern) waren 
in den untersuchten Schnitten der Fallgruppe deutlich stärker verzweigt als in den Kon-
trollen [Weber et al., 2013].  
Abbildung 14: Repräsentative Abbildungen 
der Doppelimmunfluoreszenzfärbungen mit 
Darstellung der Colokalisation von Nestin 
(grün) mit MSI-1 (rot; A, C, E; schmale Pfeile) 
und GFAP (grün) mit MSI-1 (rot; B, D, F; 
Pfeile) in der SGL; Zellkernmarker Hoechst 
33342 (blau) in E und F; Maßstabsbalken = 20 
µm für A – F; Abbildungserstellung unter Mit-









Zahlreiche Studien haben sich bereits mit der Erforschung von NPC‘s und der adulten 
Neurogenese, insbesondere im Hippocampus, beschäftigt. Allerdings erfolgten die Un-
tersuchungen hierbei nahezu ausschließlich an Gewebe aus Tiermodellen oder an hu-
manem Hirngewebe aus chirurgischen Eingriffen sowie kurz postmortal durchgeführten 
pathologischen Sektionen, also meist von älteren Patienten mit krankhaften oder dege-
nerativen Veränderungen [Eisch et al. 2000; Bluemcke et al., 2001; Lovell et al. 2006, 
Reif et al., 2006; Johnson et al., 2011; Perry et al., 2012]. Verschiedene tierexperimen-
telle Studien weisen auf eine negative Beeinflussung der adulten Neurogenese durch 
chronischen Betäubungsmittelmissbrauch hin [Mandyam & Koob, 2012; Chambers, 
2013], dies wurde insbesondere auch nach einer chronischen Morphin- bzw. Opioidver-
abreichung nachgewiesen [Eisch et al., 2000; Kahn et al., 2005; Arguello et al., 2008; 
Fischer et al., 2008; Arguello et al., 2009]. In diesem Zusammenhang fanden sich bisher 
jedoch keine Publikationen über humanes Material. 
Insofern stellt die vorliegende Arbeit den ersten Versuch dar, die Auswirkungen eines 
chronischen Heroinmissbrauchs bzw. einer Heroinabhängigkeit auf die humane adulte 
Neurogenese im Hippocampus nachzuweisen und bisher nur aus tierexperimentellen 
Studien bekannte Erkenntnisse auf den Menschen zu übertragen. Um dieser Fragestel-
lung nachzugehen, wurden verschiedene spezifische Antikörper gegen MSI-1, Nestin, 
Calretinin, Ki-67, DCX, GFAP, NeuN und Tuj1 als Marker für Zellproliferation und 
verschiedene Neurogenesestadien mittels umfangreich angepasster immunhistochemi-
scher Methoden angewendet. Dabei wurden Gewebeproben aus dem Hippocampus von 
an einer Heroinintoxikation Verstorbenen mit denen einer alters- und geschlechtsadap-





4.1. Neurogenese – Proliferation (Ki-67) 
 
Der Nachweis proliferierender Zellen erfolgt im Tierexperiment durch in vivo Applika-
tion von Bromdesoxyuridin (BrdU). Dieses wird, nach Phosphorylierung, anstelle des 
Nukleotids Desoxythymidintriphosphat in die Desoxyribonukleinsäure (DNA), also die 
genetische Information der neuen Zelle, eingebaut und kann schließlich immunhisto-
chemisch nachgewiesen werden. Durch Colokalisationsfärbungen mit zytologischen 
Markern, die eine Bestimmung der Zellart erlauben, kann somit nicht nur die reine Zell-
teilung, sondern auch die spätere Reifung und Migration dargestellt werden. Aus ethi-
schen Gründen verbietet sich diese Anwendung jedoch normalerweise beim Menschen 
und fand daher nur in einer einzelnen Studie Anwendung [Eriksson et al., 1998]. Zudem 
kann diese Methode generell nur in prospektiven Studien und am lebendem Individuum 
verwendet werden, da sie eine Inkorporation von BrdU in vivo voraussetzt. Somit kann 
BrdU grundsätzlich nicht für die vorliegende Fragestellung angewendet werden und es 
wurde stattdessen der Proliferationsmarker Ki-67 verwendet, der sich an postmortal 
entnommenem und in Formalin fixiertem Hirngewebe gut anwenden ließ. 
Eine Colokalisation von Ki-67 und GFAP konnte innerhalb der SGL und der GL nicht 
festgestellt werden. Dies lässt darauf schließen, dass es sich bei den festgestellten Ki-67 
positiven Zellen nicht um proliferierende Astrozyten handelt. Es fand sich, sowohl in 
der Fall-, als auch in der Kontrollgruppe, insgesamt nur eine sehr geringe Anzahl Ki-67 
positiver Zellen in der Proliferationsphase, jedoch ohne signifikanten Unterschied zwi-
schen den Gruppen. Dies stützt die Annahme einer nur geringen, aber kontinuierlichen 
adulten Neurogenese [Kempermann et al., 1997; Knoth et al., 2010] und deckt sich mit 
geringen Proliferationsraten in humanen Operationspräparaten bei Temporallappen-
epilepsie-Patienten [Bigio, 1999; Bluemke et al., 2001], Gewebeproben von 
Nichtepileptikern [Crespel et al., 2005] oder Personen mit chronischem Alkoholmiss-
brauch [Sutherland et al., 2013]. Möglicherwiese ist der immunhistochemische Nach-
weis Ki-67 positiver Zellen im vorliegenden Material aufgrund der sehr kurzen postmi-
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totischen Halbwertszeit (< 90 min) von Ki-67 [Bruno et al., 1992] beeinträchtigt. Der 
Vergleich zu anderen Studien ist nur eingeschränkt möglich, da meist PCNA (prolifera-
ting cell nuclear antigen) als Marker für proliferierende Zellen in frisch tiefgefrorenem 
Material verwendet wird. Dies gehört jedoch nicht zur Routineasservierung bei rechts-
medizinischen Sektionen und stand daher im Rahmen dieser Arbeit nicht zur Verfügung 
– eine Anwendung in Folgestudien wird jedoch angestrebt. Da PCNA auch in nicht ak-
tuell proliferierenden Zellen, z.B. im Rahmen von DNA-Reparaturmechanismen, auftre-
ten kann [Stoimenov & Helleday, 2009], werden damit vermutlich deutlich mehr Zellen 
als mit Ki-67 markiert. Andere Studien unter Verwendung von PCNA zeigten bei-
spielsweise eine erhöhte Proliferation mit zugleich reduzierter MSI-1 Expression bei 
Lewy-Body-Demenz [Johnson et al., 2011] oder unveränderte Proliferationsraten auf 
niedrigem Niveau in der SVZ bei chronischem Alkoholmissbrauch [Sutherland et al., 
2013]. 
 
4.2. Neurogenese – Differenzierung (MSI-1, Nestin) 
 
MSI-1 ließ sich gut an postmortal entnommenem, in Formalin fixiertem, humanem 
Hirngewebe anwenden. In der Fallgruppe zeigten durchschnittlich etwa 10,1 % und in 
der Kontrollgruppe im Mittel etwa 17,0 % der Gesamtzellzahl innerhalb der SGL eine 
MSI-1 Immunreaktivität. Somit bestand eine signifikant reduzierte Anzahl MSI-1 posi-
tiver Zellen, also von NPC’s, in der SGL von verstorbenen Heroinkonsumenten im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis stützt die Annahme einer negativen Beein-
flussung der adulten hippocampalen Neurogenese durch chronischen Drogenmiss-
brauch, wie sie im tierexperimentellen Ansatz beschrieben wurde [Eisch et al., 2000], 
auch beim Menschen. Eine Verringerung der Neurogenese fand sich auch bei anderen, 
insbesondere chronisch degenerativen Hirnveränderungen, wie Morbus Alzheimer [Lo-
vell et al., 2006; Reif et al., 2006; Ziabreva et al., 2006; Perry et al., 2012], Lewy-Body-
Demenz [Johnson et al., 2011] oder chronischem Alkoholmissbrauch [Kempermann et 
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al., 2008]. Andere Erkrankungen, wie Temporallappenepilepsie [Crespel et al., 2005; 
Shapiro et al., 2007] oder chronisch hypoxisch-ischämische Enzephalopathie [Mattiesen 
et al., 2009], scheinen hingegen mit einem, möglicherweise reflektorischem Anstieg der 
Neurogenese verbunden zu sein. 
Um die Einordnung MSI-1 positiver Zellen innerhalb der Neurogenesestadien am hu-
manen Material zu prüfen, wurden mittels Immunofluoreszenzverfahren verschiedene 
Marker für NPC‘s, reifende Neurone und Gliazellen in Verbindung mit MSI-1 ange-
wendet [Richter, 2009]. Die vorliegenden Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass es sich 
bei fehlender Co-Expression mit NeuN weder um reife Neurone, noch um unreife post-
mitotische Neurone, welche durch Tuj-1 markiert werden, handelt. Die Colokalisation 
von MSI-1 mit Nestin bzw. GFAP spricht dafür, dass die MSI-1 positiven Zellen in der 
SGL wie erwartet NPC’s in einem frühen postmitotischen Neurogenesestadium sind 
[Kaneko et al., 2000; Kanemura et al., 2002; Maslov et al., 2004; Lovell & Markesbery, 
2005; Okano et al., 2005; Ziabreva et al., 2006, von Bohlen und Halbach, 2011]. 
Generell wird eine Reduktion der Neurogenese mit zunehmendem Lebensalter ange-
nommen [Kuhn et al., 1996; Lovell et al., 2006; Kempermann et al., 2011]. Unerwartet 
wurde in der vorliegenden Arbeit innerhalb der untersuchten Kontrollgruppe eine posi-
tive Korrelation zwischen steigendem Lebensalter und MSI-1 positiven Zellen in der 
SGL festgestellt, die sich in der Fallgruppe nicht nachweisen ließ. Eine mögliche Erklä-
rung hierfür könnte ein relativer Anstieg der Neurogenese in verschiedenen Alters- bzw. 
Lebensabschnitten sein. Die Kontrollgruppe zeichnet sich durch ein relativ geringes 
Alter (MW = 26,0 ± 6,9 Jahre; Altersspanne = 17 – 41 Jahre) aus. Dieser Altersbereich 
entspricht dem jüngeren bis mittleren Erwachsenenalter und ist im Regelfall durch ver-
schiedenste, teilweise sehr einschneidende und umfassende Veränderungen der Lebens-
umstände charakterisiert. Hierzu zählen beispielsweise der Übergang in die Selbstän-
digkeit nach Verlassen des elterlichen Umfeldes, Berufsausbildung oder Studium, erste 
berufliche Erfahrungen, häufig hoher Lernbedarf bei beruflichen und privaten Anpas-
sungen, der Weg ins eigene Heim oder auch die eigene Elternschaft. Dabei handelt es 
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sich um wechselnde äußere Einflüsse, die die Neurogenese stimulieren sollen [Kemp-
ermann et al., 1997]. Andere Studien beziehen sich auf Tiermodelle [Kuhn et al., 1996] 
oder beschreiben die humane Neurogenese über den gesamten Lebenszeitraum von der 
Geburt bis ins hohe Alter, jedoch unter der Einschränkung relativ geringer Fallzahlen 
innerhalb der einzelnen Altersgruppen [Kempermann et al., 2011]. Dabei ergaben sich 
Hinweise auf einen deutlichen Rückgang der Neurogenese hauptsächlich in der frühen 
Kindheit, während die Neurogenese im weiteren Lebensverlauf auf einem relativ nied-
rigen Level relativ konstant oder abnehmend zu sein scheint. In der vorliegenden Arbeit 
ergaben sich jedoch Hinweise darauf, dass es auch im jüngeren und mittlerem Erwach-
senenalter zu einer positiven Modulation der Neurogenese kommt. Somit dürfte dies, 
abgesehen von der frühen Kindheit, vermutlich der für weiterführende Forschungen 
hinsichtlich adulter humaner Neurogenese interessanteste Altersbereich sein. Eine ge-
zielte Auswertung innerhalb der hier untersuchten Altersspanne lag bisher nicht vor. Die 
Reduktion eines altersabhängigen Anstieges MSI-positiver Zellen innerhalb der Fall-
gruppe könnte insofern als weiterer Hinweis auf eine Reduktion der Neurogenese bei 
chronischem Drogenmissbrauch gewertet werden, bedarf jedoch einer Bestätigung unter 
Erhöhung der Fallzahl. Dabei könnte es sich um eine Ursache für die typischerweise bei 
Drogenabhängigen auftretenden Defizite im Bereich der Gedächtnisfunktionen und 
auch für die höhere Komorbidität mit psychiatrischen Erkrankungen handeln. 
In Übereinstimmung mit der Hypothese einer kontinuierlichen, aber geringen Neuroge-
nese im Erwachsenenalter, die durch kognitiv stimulierende äußere Einflüsse aktiviert 
wird [Kempermann et al., 1997], und der Annahme, dass die hippocampale Neurogene-
se eine grundlegende Rolle in der Verarbeitung und Speicherung neuer Erinnerungen 
hat [Koehl & Abrous, 2011], könnten sowohl die festgestellte Verringerung von NPC‘s 
als auch die Reduktion einer Korrelation von Alter und Neurogenese im Hippocampus 
von chronisch Heroinabhängigen auch eine andere Ursache haben. So könnten diese 
Veränderungen auch Folgen einer meist ausgeprägten Reduktion sozialer Interaktionen 
und äußerer stimulierender Einflüsse aufgrund einer sozialen und mentalen Isolation 
sein. Derartige Verhaltensweisen resultieren im Verlauf einer Drogenabhängigkeit oft 
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aus der Fixation auf den Konsum und die Beschaffung der konsumierten Droge, häufig 
in Verbindung mit gesellschaftlichem und geistigem Verfall. 
Nestin konnte am postmortal entnommenen Hirngewebe gut angefärbt werden. Ein sig-
nifikanter Unterschied zwischen der Fall- und Kontrollgruppe hinsichtlich Nestin posi-
tiver Zellen innerhalb der SGL konnte nicht festgestellt werden. Der Anteil Nestin posi-
tiver Zellen an der Gesamtzellzahl in der SGL betrug im Mittel etwa 5,6 bis 7,6 % in 
beiden Gruppen, in der vorliegenden Arbeit wurden keine altersabhängigen Verände-
rungen der Nestin-Expression festgestellt. Diese Ergebnisse decken sich mit einer ge-
ringen Nestin-Expression bei Erwachsen mit einer Temporallappenepilepsie, aber nicht 
mit einer vorbeschriebenen altersabhängigen Verminderung Nestin positiver Zellen mit 
verminderter Immunreaktivität ab dem 2. Lebensjahr [Bluemcke et al., 2001]. Dies lässt 
sich am ehesten auf den in dieser Studie relativ eng begrenzten Altersabschnitt im jün-
geren bis mittleren Erwachsenenalter ohne Einbeziehung von Untersuchungsmaterial 
junger Kindern und älterer Menschen zurückführen. In allen untersuchten Gewebspro-
ben zeigten sich zahlreiche Nestin positive Endothelzellen entlang kleiner Blutgefäße, 
wie auch bei Temporallappenepilepsie beschrieben [Bluemcke et al., 2001]. Dies stützt 
die Hypothese, dass Nestin auch ein Angiogenesemarker ist [Teranishi et al., 2007]. 
 
4.3. Neurogenese – Reifung (Calretinin) 
 
Calretinin ließ sich ebenfalls gut an postmortal entnommenem Hirngewebe anfärben. 
Mit im Mittel etwa 0,3 – 0,4 % zeigte nur ein geringer Anteil der Gesamtzellzahl in der 
SGL eine Calretinin Immunreaktivität. Dies deutet darauf hin, dass nur ein sehr geringer 
Anteil der vorhandenen NPC’s die weiteren Stadien der Neurogenese durchläuft und 
passt ebenfalls zur Annahme einer nur geringen adulten Neurogenese [Kempermann et 
al., 1997]. In der Fallgruppe konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine verringerte 
und weniger stark ausgeprägte Calretininexpression von Fasern, die morphologisch am 
ehesten neuronalen Dendriten entsprechen, jedoch keine signifikante Veränderung der 
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Anzahl Calretinin positiver Zellen zwischen Fall- und Kontrollgruppe festgestellt wer-
den. Dies deutet auf eine Veränderung des Calretinin-Expressionsmusters hin und könn-
te eine Ursache für funktionelle neuronale Defizite bei Drogenabhängigen sein. Dabei 
bleibt die Gesamtzahl neugebildeter postmitotischer Neurone anscheinend unbeein-
flusst. Ein ähnlicher Verlust bzw. eine Verkürzung und Segmentierung von Calretinin 
positiven neuronalen Dendriten wurden auch in Hirnproben von Epileptikern beschrie-
ben und als Folge einer Neuronenschädigung durch Übererregung von Glutamatrezepto-
ren (Exzitotoxizität) interpretiert [Toth et al., 2010]. Da die in der SGL neu entstande-
nen jungen Neurone im Maturations- und Migrationsprozess zu funktionell erregenden 
Körnerzellen reifen [Balu et al., 2009; Yao et al., 2012], könnte eine funktionelle Stö-
rung der Calretininexpression im Migrationsprozess ebenfalls eine Bedeutung für die 
Entstehung von Gedächtnisdefiziten und kognitiven Leistungsverlusten [Schurmans et 
al., 1997] im Rahmen einer Drogenabhängigkeit haben. 
 
4.4. Methodische Grenzen und Fehlerbetrachtung 
 
Untersuchungen zum Einfluss einer Drogenabhängigkeit auf die adulte Neurogenese im 
humanen Hirngewebe unterliegen starken methodischen Einschränkungen. Die Gewe-
beentnahme sowohl in den Verdachtsfällen einer Drogenintoxikation bzw. -
abhängigkeit, als auch bei entsprechend adaptierten Kontrollfällen, kann im Prinzip nur 
bei Verstorbenen innerhalb eines, im Vergleich zu pathologischen Obduktionen, langen 
(mehrere Tage) PMI im Rahmen einer rechtsmedizinischen Obduktion durchgeführt 
werden. Dabei erfolgt die Probenasservierung standardisiert und entsprechend des 
staatsanwaltschaftlichen Auftrags, welcher im Regelfall der sicheren Feststellung der 
Todesursache und Todesart dient. Insofern unterliegen wissenschaftliche Studien an 
solchem Material zudem strengen juristischen und ethischen Begrenzungen. Aufgrund 
der Begrenzung auf Untersuchungsmaterial, welches primär standardisiert und vorran-
gig zu diagnostischen Zwecken entnommen wurde, standen lediglich jeweils nur einzel-
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ne Schnitte aus dem mittleren Anteil des Hippocampus, entnommen aus einem Koro-
narschnitt des Gehirns in Höhe der Corpora mamillaria, für die verschiedenen Färbun-
gen zur Verfügung. Daher war z.B. eine stereologische Aufarbeitung der Hippocampi, 
die den Goldstandard der Gesamtzellzahlbestimmung darstellen würde, nicht möglich. 
Die bereits erwähnten und zitierten Studien untersuchten meist Gewebe aus Tiermodel-
len. Andere zitierte Studien an humanem Gewebe sind an sehr frischen, intravital ent-
nommenen Hirngewebsproben aus chirurgischen Resektionen oder postmortal bei pa-
thologischen Obduktionen mit meist sehr kurzem PMI entnommenen Hirngewebspro-
ben durchgeführt worden. Im Gegensatz dazu war das PMI in der vorliegenden Studie 
mit durchschnittlich etwa 2,5 Tagen deutlich länger (PMI Spanne = 0,3 – 5,7 Tage). 
Dies resultiert aus einer häufig längeren Zeitspanne zwischen Todeseintritt und Auffin-
dung des Leichnams, den erforderlichen ersten polizeilichen Ermittlungen, der staats-
anwaltschaftlichen Situationsbeurteilung und der Anordnung der Obduktion bevor diese 
dann durchgeführt werden darf. Weitere, für mögliche postmortale Veränderungen des 
Gewebes mitverantwortliche, Einflussgrößen, wie z.B. die exakte Zeitspanne zwischen 
Todeseintritt und Auffindung, Umgebungstemperaturen und weitere –bedingungen wie 
Wind, Feuchtigkeit oder Bekleidung lassen sich häufig nicht genau eruieren oder sind 
mit größeren Unsicherheiten behaftet. So kann beispielsweise eine hohe Umgebungs-
temperatur, unabhängig vom tatsächlichen PMI, bereits nach sehr kurzer Zeit (mehrere 
Stunden) Autolyse- und Fäulnisprozesse bedingen, welche die Nachweisbarkeit von 
Proteinen durch Degradation verschlechtern oder unmöglich machen können. Um einen 
Einfluss des PMI als Störgröße soweit wie möglich zu reduzieren, erfolgte der Aus-
schluss von Sektionsfällen mit morphologisch sichtbaren Fäulniszeichen, die Anpas-
sung der Kontrollgruppe auch hinsichtlich des PMI sowie die statistische Analyse. Für 
die Auswertung von MSI-1, Nestin, Calretinin und Ki-67 ergab sich dabei keine signifi-
kante Beeinflussung, so dass diese Marker im verwendeten Untersuchungsmaterial 
stabil gegen frühe postmortale Veränderungen zu sein scheinen. Auch in anderen Arbei-
ten wurden eine im frühen PMI (noch ohne sichtbare Fäulnisveränderungen) unverän-
derte postmortale Immunreaktivität von Nestin [Bluemke et al., 2001], Calretinin [Mat-
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tiesen et al., 2009], GFAP [Weber et al., 2013] oder Rezeptoren wie z.B. GPR17 [Fran-
ke et al., 2013] gezeigt. Andererseits wird eine Reduktion der DCX Immunreaktivität 
mit zunehmendem PMI vermutet [Lee M. M., Würzburg, persönliche Kommunikation]. 
Dies könnte eine plausible Erklärung für die, trotz mehrfacher Anpassung des Färbepro-
tokolls und offensichtlich gut gefärbter Positivkontrollen, reproduzierbar nicht auswert-
baren DCX Färbungen in den untersuchten Schnitten sein. 
Durch Zusammenführung und Beurteilung aller, jedoch teilweise nur rudimentär vorlie-
gender, Daten zur individuellen Vorgeschichte sowie der morphologischen, histologi-
schen und toxikologisch-chemischen Untersuchungsergebnisse wurde versucht, unsi-
chere Fälle oder Kontrollen aus der Studie auszuschließen. Dennoch bleibt bei allen 
inkludierten Verstorbenen ein wesentlicher Unsicherheitsfaktor, da eine exakte Erhe-
bung der genauen Todesumstände, der gesamten Krankheitsgeschichte und insbesonde-
re einer möglichen (bei Kontrollen) bzw. genauen (bei Fällen) Anamnese hinsichtlich 
eines früheren Drogen- und / oder Medikamentenkonsums postmortal nur schwer oder 
nicht möglich sind. Jedoch kann mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen 
werden, dass in Fällen einer todesursächlichen Heroinintoxikation auch ein vorange-
gangener längerer Missbrauch bzw. eine Abhängigkeit vorgelegen hat, da es sich hier-
bei weder um eine typische Einstiegs-, noch eine Gelegenheitsdroge handelt und die 
Ermittlungen auch jeweils einen seit längerem bestehenden Konsum von Betäubungs-
mitteln, meist Heroin, ergaben. Dies war, neben dem im Regelfall zu erwartendem Ob-
duktionsauftrag der Staatsanwaltschaft, ein weiterer wesentlicher Grund, die Heroinab-
hängigkeit als beispielhaftes Modell einer Abhängigkeitserkrankung zu wählen. 
Ein weiteres Problem bei der Beurteilung kausaler Zusammenhänge stellt die Polytoxi-
komanie dar, also der, in den meisten Fällen zu unterstellende, gleichzeitige Missbrauch 
mehrerer Substanzen, welcher sich auch in den toxikologisch-chemischen Untersu-
chungsergebnissen der Fallgruppe widerspiegelt. So wurde zum Zeitpunkt des Todes 
eine Mischintoxikation in 14 von 20 Fällen nachgewiesen, wobei die Mehrzahl auf die 
typische Beimischung von Benzodiazepinen zurückzuführen war. Grundsätzlich wäre in 
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einigen Fällen eine toxikologisch-chemische Haaranalyse geeignet, mehr Sicherheit 
hinsichtlich des möglichen oder tatsächlichen zurückliegenden Konsums zu erlangen. 
Dies ließ sich jedoch aufgrund fehlender staatsanwaltschaftlicher Beauftragung (und 
damit Legitimation) derartiger Untersuchungen und fehlender standardisierter Asservie-
rung von Haarproben nicht durchführen. Aus gleichem Grund waren auch umfangrei-
chere Zusatzuntersuchungen, wie z. B. die Bestimmung von Degradationsmarkern oder 
die Einbeziehung von umfassenden Krankenunterlagen, nicht realisierbar. 
Aufgrund dieser möglichen Unsicherheitsfaktoren sind die hier vorgestellten Ergebnisse 
nur unter Vorbehalt tatsächlich auf eine Heroin- bzw. Drogenabhängigkeit zurückzufüh-
ren und der Vergleich zu anderen Studien kann nur unter kritischer Diskussion erfolgen. 
Die genannten unsicheren Einflüsse in Verbindung mit gering abweichenden Prozessen 
in der individuellen Probengewinnung und –lagerung könnten auch erklären, warum es, 
obwohl insgesamt 48 Hirngewebeproben (Fallgruppe n = 20; Kontrollgruppe n = 28) 
zur Verfügung standen, für keinen der verwendeten Antikörper möglich war, verwertba-
re Färbeergebnisse jeweils für alle untersuchten Gewebeproben zu erzielen. 
 
4.5. Fazit und Ausblick 
 
Im Rahmen dieser Untersuchung konnten erstmals Informationen über die humane adul-
te Neurogenese in der SGL bei einer Fallgruppe mit einer Heroinabhängigkeit im Ver-
gleich mit einer angepassten gesunden Kontrollgruppe gesammelt werden. 
Die hier verwendeten Marker Ki-67, MSI-1, Nestin und Calretinin ließen sich gut an 
postmortal entnommenem, in Formalin fixiertem und in Paraffin eingebettetem huma-
nem Hirngewebe anwenden. Der Marker DCX konnte am verwendeten Material, wahr-
scheinlich bedingt durch eine postmortale Degradation, nicht angewendet werden. 
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Es wurde sowohl in der Fall- als auch der Kontrollgruppe eine generell sehr niedrige 
Proliferationsrate mit wenigen Ki-67 positiven Zellen, ohne signifikanten Unterschied, 
festgestellt. Die durch MSI-1 markierten NPC‘s waren in der Fallgruppe signifikant 
reduziert. Im Mittel waren 17,0 % der Zellen in der SGL innerhalb der Kontrollgruppe 
MSI-1 positiv und wiesen im untersuchten Altersfenster (Alterspanne = 17 – 41 Jahre) 
im jungen und mittleren Erwachsenenalter einen signifikanten altersabhängigen Anstieg 
auf, der sich innerhalb der Fallgruppe nicht nachweisen ließ. In der SGL gelangt offen-
sichtlich nur ein kleiner Teil der NPC’s in weitere Stadien der Neurogenese (MSI-1 
positive Zellen etwa 10,1 – 17,0 %; Nestin positive Zellen etwa 5,6 – 7,6 % und Calre-
tinin positive Zellen etwa 0,3 – 0,4 % – jeweils der Gesamtzellzahl). Quantitative Un-
terschiede hinsichtlich Nestin oder Calretinin positiver Zellen wurden nicht festgestellt. 
Jedoch bestand in der Fallgruppe eine Verminderung des Calretinin Expressionsmus-
ters, die auf eine funktionelle Störung der neuronalen Entwicklung hinweisen kann.  
Die Ergebnisse weisen auf eine nur geringe adulte Neurogenese hin [Kempermann et 
al., 1997] und stützen, in Analogie zu tierexperimentellen Studien, die Hypothese, dass 
chronischer Drogenmissbrauch bzw. eine –abhängigkeit, hier dargestellt am Modell 
einer Heroinabhängigkeit, die Fähigkeit des adulten humanen Gehirns, neue Neurone zu 
generieren, einschränken [Mandyam & Koob, 2012; Chambers et al., 2013]. Dies könn-
te eine Erklärung für die typischerweise im Rahmen einer Drogenabhängigkeit auftre-
tenden neurologischen und kognitiven Defizite sein und eventuell einen Einfluss auf 
Lern- und Gedächtnisprozesse im Rahmen einer Abhängigkeitsentwicklung und –
unterhaltung sowie auch auf die Rückfallrate nach einer Behandlung haben. Insofern 
könnte sich hier ein Ansatzpunkt für zukünftige Therapiestrategien zur Behandlung von 
Abhängigkeitserkrankungen und / oder deren Folgen bieten. 
Es sind weiterführende Studien mit einer Erhöhung der Fallzahlen, einer Erweiterung 
des angewendeten Marker- und Methodenspektrums, z.B. mit molekulargenetischen 
Untersuchungen oder der Einbeziehung von tiefgefrorenem Gewebe, notwendig, um die 
vorliegenden Ergebnisse zu validieren und deren Aussagekraft zu erhöhen. 
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Abhängigkeitserkrankungen sind ein verbreitetes Krankheitsbild mit negativen Auswir-
kungen von gesellschaftlicher, ökonomischer sowie strafrechtlicher Bedeutung und häu-
fig Bestandteil der rechtsmedizinischen Gutachtertätigkeit. Viele Theorien zur Abhän-
gigkeitsentstehung und -erhaltung basieren, aufgrund deren extrem hohem Suchtpoten-
tial, auf Untersuchungen über die Abhängigkeit von Opiaten bzw. Opioiden. Wesentli-
che Komponenten einer Abhängigkeitserkrankung sind neben einer genetischen Dispo-
sition auch eine physische Abhängigkeit durch Veränderungen des Selbstbelohnungs-
systems und eine psychische Abhängigkeit, ausgelöst durch Prägungs- und Lernprozes-
se i. S. einer operanten Konditionierung, unter Mitbeteiligung des Hippocampus. 
Das adulte, fertig ausgereifte Nervensystem galt lange als das Endstadium der neurona-
len Entwicklung, in den letzten Jahrzehnten wurden jedoch auch in humanem Hirnge-
webe erhaltene Neurogenesezentren nachgewiesen. Bei der adulten Neurogenese han-
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delt es sich um die Proliferation neuronaler Vorläuferzellen (neuronal precursor cell; 
NPC), diese reifen und migrieren, um schließlich funktionell in entsprechende neurona-
le Regelkreise integriert zu werden. Dies gilt insbesondere für die Subgranularzell-
schicht (SGL) des Gyrus dentatus und die Subventrikularzone. Es wird angenommen, 
dass die adulte hippocampale Neurogenese unter anderem eine Schlüsselrolle bei der 
Verknüpfung neuer Erinnerungen mit sensorischen Informationen spielt, i. S. des Ler-
nens und der Neuroplastizität. Lernaspekte werden mit der Entstehung und Unterhal-
tung von Gewöhnungs- und Abhängigkeitseffekten in Verbindung gebracht und es kön-
nen bei einer Drogenabhängigkeit häufig kognitive Störungen beobachtet werden, die 
auf eine Dysfunktion der hippocampalen Verarbeitung hinweisen. 
Im Tierversuch konnte eine Hemmung der Neurogenese im Hippocampus von Ratten 
nach chronischer Applikation von Morphin bereits belegt werden. In Vorarbeiten der 
Arbeitsgruppe, aus welcher die vorliegende Arbeit hervorging, konnte gezeigt werden, 
dass ein chronischer Heroinmissbrauch mit reaktiver Astrozytose, Mikrogliose und ei-
nem Anstieg der Expression des polysialated acid neural adhesion molecule verbunden 
ist. In der vorliegenden Studie sollte die Hypothese eines negativen Einflusses von Ab-
hängigkeitserkrankungen auf die humane adulte hippocampale Neurogenese am Modell 
der Heroinabhängigkeit geprüft werden. 
Dafür wurden postmortal entnommene, in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete 
Gewebeproben aus dem Hippocampus von insgesamt 48 Verstorbenen immunhisto-
chemisch untersucht. Dazu wurden spezifische Antikörper gegen Ki-67, Musashi-1 
(MSI-1), Nestin, Calretinin und Doublecortin, die in der aktuellen Literatur als Marker 
für Zellproliferation bzw. verschiedene Neurogenesestadien beschrieben sind, ange-
wendet. Die Fallgruppe (n = 20) umfasste Todesfälle mit, nach Obduktion und toxiko-
logisch-chemischer Untersuchung, gesicherter letaler Heroinintoxikation sowie einem 
anamnestisch eruierten chronischem Heroinkonsum und wurde mit einer alters- und 
geschlechtsadaptierten Kontrollgruppe (n = 28), bei denen ein akuter Drogenkonsum 
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chemisch-toxikologisch ausgeschlossen wurde und bei denen keine Hinweise für einen 
Alkohol-, Drogen- und / oder Medikamentenmissbrauch vorlagen, verglichen. 
In dieser Studie wurden erstmals Informationen über die humane adulte Neurogenese 
innerhalb der SGL in Fällen einer Heroinabhängigkeit im Vergleich zu einer „gesun-
den“ Kontrollgruppe gesammelt. Die verwendeten Marker Ki-67, MSI-1, Nestin und 
Calretinin konnten dabei gut an postmortal entnommenem, in Formalin fixiertem und in 
Paraffin eingebettetem humanem Hirngewebe angewendet werden. 
Mit durchschnittlich 10,1 % der Gesamtzellzahl waren MSI-1 positive NPC’s in der 
SGL der Fallgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe mit durchschnittlich 17,0 % signi-
fikant reduziert. Dies weist auf eine negative Beeinflussung der adulten hippocampalen 
Neurogenese durch chronischen Drogenmissbrauch hin, wie sie auch bereits bei degene-
rativen Hirnveränderungen, wie Morbus Alzheimer, Lewy-Body-Demenz oder chroni-
schem Alkoholmissbrauch gezeigt wurde. Die Colokalisation von MSI-1 mit Nestin 
oder GFAP, jedoch nicht mit NeuN oder Tuj-1, stützt die Annahme, dass es sich bei den 
MSI-1 positiven Zellen um NPC‘s in einem frühen postmitotischen Neurogenesestadi-
um handelt. Unerwartet wiesen die MSI-1 positiven Zellen in der Kontrollgruppe im 
untersuchten Altersfenster (n = 21; Alterspanne = 17 – 41 Jahre) des jungen und mittle-
ren Erwachsenenalters einen signifikanten altersabhängigen Anstieg auf, der sich inner-
halb der Fallgruppe (n = 12; Altersspanne = 17 – 45 Jahre) nicht nachweisen ließ. Dies 
steht im Widerspruch zur Annahme, dass eine Stagnation oder Reduktion der Neuroge-
nese mit zunehmendem Lebensalter vorliegt. Grundsätzlich lässt sich dieses Ergebnis 
jedoch mit dem Modell einer kontinuierlichen, aber geringen Neurogenese im Erwach-
senenalter, aktiviert durch kognitiv stimulierende äußerer Einflüsse – durch die die un-
tersuchte Altersgruppe zwischen 17 und 41 Jahren (Mittelwert = 26,0 ± 6,9 Jahre) mit 
dem Übergang in die Selbständigkeit und der Übernahme neuer Aufgaben und Verant-
wortung in der Regel charakterisiert ist – vereinbaren. Die Reduktion eines altersabhän-
gigen Anstieges MSI-positiver Zellen in der Fallgruppe könnte als ein weiterer Hinweis 
auf eine Reduktion der Neurogenese durch Drogenmissbrauch oder als Folge einer Re-
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duktion sozialer Interaktionen und äußerer stimulierender Einflüsse im Verlauf einer 
Drogenabhängigkeit gewertet werden. 
Signifikante quantitative Unterschiede hinsichtlich Nestin oder Calretinin positiver Zel-
len wurden zwischen Fall- und Kontrollgruppe nicht festgestellt. In der SGL gelangt 
offensichtlich nur ein kleiner Teil der NPC’s in weitere Stadien der Neurogenese (MSI-
1 positive Zellen etwa 10,1 – 17,0 %; Nestin positive Zellen etwa 5,6 – 7,6 % und Cal-
retinin positive Zellen etwa 0,3 – 0,4 % - jeweils der Gesamtzellzahl). Zudem wurde 
eine generell sehr niedrige Proliferationsrate (Ki-67 positive Zellen) in der SGL und in 
der Granularzellschicht sowohl in der Fall- als auch der Kontrollgruppe, ohne signifi-
kante Unterschiede, festgestellt. Diese Ergebnisse stützen ebenfalls die Annahme einer 
geringen adulten Neurogenese und decken sich mit geringen Proliferationsraten beim 
Erwachsenen in humanen Studien über Epilepsie und Alkoholismus. Jedoch ergaben 
sich in der Fallgruppe, ähnlich zu Studien über Epilepsie, Hinweise auf eine Verände-
rung des Calretinin Expressionsmusters und somit auf eine funktionelle Störung der 
neuronalen Entwicklung. 
Die Ergebnisse stützen die im Tierexperiment bestätigte Hypothese, dass ein chroni-
scher Drogenmissbrauch bzw. eine -abhängigkeit die Fähigkeit des adulten humanen 
Gehirns, neue Neurone zu generieren, offenbar einschränken. Dies könnte eine Erklä-
rung für die typischerweise im Verlauf einer bestehenden Drogenabhängigkeit auftre-
tenden neurologischen und kognitiven Defizite sein und eventuell einen Einfluss auf 
Lern- und Gedächtnisprozesse im Rahmen einer Abhängigkeitsentwicklung und -
unterhaltung sowie die Rückfallrate nach einer Entwöhnungsbehandlung haben. Inso-
fern könnte sich hier ein Ansatzpunkt für zukünftige Therapiestrategien zur Behandlung 
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7. Anlagen 1-8 
 
Anlage 1 - Detaillierte Darstellung der Fallgruppe 






















1 Mann 24 1280 2,0 Kokain 2,28 325 45 Heroin- und Alko-
holintoxikation 
2 Mann 20 1490 3,4 Bd 0,02 601 102 Heroinintoxikation 
3 Frau 19 1370 0,7 Bd 0,03 333 38 Heroin- und Bd-
intoxikation 
4 Mann 29 1580 1,5 - 1,30 783 99 Heroinintoxikation 
5 Frau 17 1380 1,8 Cannabis; 
Bd 
0,07 576 75 Heroin- und Bd-
intoxikation 
6 Mann 29 1510 4,4 Bd 0,10 119 11 Heroin- und Bd-
intoxikation 
7 Mann 17 1530 3,4 - 0,13 142 23 Heroinintoxikation 
8 Frau 20 1390 4,3 - 0,01 1630 304 Heroinintoxikation 
9 Mann 23 1540 3,0 Bd 0,00 1096 109 Heroin- und Bd-
intoxikation 
10 Mann 26 1620 4,0 - 0,41 1330 162 Heroinintoxikation 
11 Frau 20 1400 2,8 Kokain 0,02 874 108 Heroin- und Ko-
kainintoxikation 
12 Frau 21 1300 1,4 Bd 0,01 579 150 Heroin- und Bd-
intoxikation 
13 Frau e 24 1440 3,5 Kokain 0,02 527 81 Heroin- und Ko-
kainintoxikation 
14 Mann 26 1380 4,8 Cannabis 0,02 163 40 Heroinintoxikation 
15 Mann 27 1440 4,1 - 2,1 446 57 Heroin- und Alko-
holintoxikation, 
Asphyxie 
16 Mann 23 1517 1,2 Kokain; Bd n.u. 170 57 Heroin- und Ko-
kainintoxikation 
17 Mann 30 1322 0,8 Bd n.u. 670 110 Heroinintoxikation 
18 Mann 33 1429 1,3 Bd n.u. 300 30 Heroinintoxikation 
19 Mann 45 n.d. 0,6 Bd n.u. 340 44 Heroinintoxikation 
20 Mann 32 n.d. 0,3 - n.u. 93 41 Heroinintoxikation 
BAK – Blutalkoholkonzentration; BMK – Blutmorphinkonzentration; BCK – Blutcodeinkonzentration; 
Bd – Benzodiazepine; n.u. – nicht untersucht; n.d..; nicht dokumentiert 
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Anlage 2 - Detaillierte Darstellung der Kontrollgruppe 













21 Frau 19 1240 1,7 Negativ 0,05 PT 
22 Mann 24 1460 4,1 Negativ 0,00 PT 
23 Mann 19 1460 3,5 Negativ 0,00 PT mit Aortenruptur 
24 Mann 39 1510 4,1 Negativ 0,02 PT 
25 Mann 29 1360 0,6 Negativ 2,58 Stichverletzung 
26 Frau 18 1110 2,4 Negativ 0,03 Ertrinken 
27 Mann 29 1440 2,3 Negativ 2,88 PT 
28 Mann 36 1070 2,0 Negativ 0,18 PT 
29 Mann 17 1500 1,7 Negativ 0,01 PT 
30 Frau 18 1190 1,0 Negativ 0,02 PT 
31 Frau 20 1260 0,7 Negativ 0,01 Stichverletzung 
32 Mann 23 1470 1,5 Negativ 0,50 PT mit Aortenruptur 
33 Mann 24 1440 5,7 Negativ 0,03 PT mit Aortenruptur 
34 Mann 29 1400 1,5 Negativ 0,00 PT 
35 Frau 20 1560 2,3 Negativ 0,03 PT mit Aortenruptur 
36 Frau 24 1190 0,5 Negativ 0,03 Stichverletzung 
37 Mann 22 1620 5,5 Negativ 0,12 PT 
38 Frau 26 1380 2,0 Negativ 0,04 Asphyxie 
39 Mann 27 1470 4,6 Negativ 0,01 PT 
40 Mann 25 1730 4,2 Negativ 0,11 PT 
41 Mann 31 1570 1,7 Negativ 0,05 Strangulation 
42 Mann 23 1410 3,5 Negativ 0,01 Asphyxie 
43 Mann 29 1500 4,7 Negativ n.u. PT 
44 Mann 23 1670 2,1 Negativ n.u. plötzlicher Herztod 
45 Mann 36 1330 3,9 Negativ 0.00 PT 
46 Frau 19 1235 1,3 Negativ n.u. Lungenembolie 
47 Mann 41 1411 1,0 Negativ n.u. Kohlenstoffmonoxid-
intoxikation 
48 Mann 38 1559 1,4 Negativ n.u. Strangulation 





Anlage 3 - Verbrauchsmaterialen, Reagenzien 
 
Antibody Diluent     DakoCytomation (Glostrup, DK) 
Aqua destillata      Rechtsmedizin (Leipzig, DE) 
Aquatex
®
      Merck (Darmstadt, DE) 
Axioskop
®
 (Mikroskop)    Carl Zeiss (Jena, DE) 
Calciumchlorid, wasserfrei    Merck (Darmstadt, DE) 
Canon PC 1099 (Digitalkamera)   Canon (Tokio, JP) 
Deckgläser      Menzel-Gläser (Braunschweig, DE) 
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (p.a.)  Riedel-de Haën (Seelze, DE) 
Ethanol, absolut (Ph. Eur., vergällt mit MEK)  Riedel-de Haën (Seelze, DE)  
Essigsäure, konzentriert (Ph. Eur.)   Fluka (Buchs, CH) 
Eukitt       Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)  
Folgemilchpulver  Nestlé Alete (Frankfurt a. M., DE) 
Formalin-Lösung 4,0% (neutral)   Otto Fischer (Saarbrücken, DE) 
Hämalaunlösung sauer nach Mayer  Dr. Hollborn & Söhne (Leipzig, DE) 
HCl, konzentriert (Ph. Eur.)    Fluka (Buchs, CH) 
Kaliumdihydrogenphosphat, wasserfrei (p.a.)  Riedel-de Haën (Seelze, DE) 
Liquid DAB Substrate Chromogen System  DakoCytomation (Glostrup, DK) 
LSAB2 System-HRP („LSAB-Kit“)   DakoCytomation (Glostrup, DK) 
Micromat (Mikrowelle)     AEG (Stockholm, SE) 
Mikrotom      Leica (Wetzlar, DE) 
Natriumacetat, wasserfrei    Caelo (Hilden, DE) 
Natriumchlorid (DAB 10)    Caelo (Hilden, DE) 
Peroxidase Blocking Reagent     DakoCytomation (Glostrup, DK) 
SuperFrost
®
 R Plus (Objektträger)   Menzel-Gläser (Braunschweig, DE) 
Target Retrieval Solution (Citrate pH 6, x10)  DakoCytomation (Glostrup, DK) 
Target Retrieval Solution (high pH 10, x10)  DakoCytomation (Glostrup, DK) 
Tissue Drying Oven TDO 60    Medite (Burgdorf, DE) 






Anlage 4 - Immunhistochemie - Protokoll MSI-1 
 Entparaffinierung 
- 60 min bei 60 °C im Ofen (Paraffin ablaufen lassen) 
- 3x5 min Xylol 
- 2x5 min Ethanol absolut 
- 5 min Ethanol 85% 
- 5 min Ethanol 75% 
- 5 min Aqua dest. 
 
 Antigendemaskierung 
- Target Retrieval Solution (Citrate, pH 6) mit PBS 1:10, 2,5 min bei 800 W in Mikro-
welle aufkochen, dann Leistung vermindern und 20 min bei 350 W sieden lassen (ver-
dunstete Flüssigkeit mit Aqua dest. ersetzen) 
- 30 min in PBS abkühlen lassen 
 
 Block 
- 3x5 min PBS 
- 15 min Milchpulverlösung (0,5 g in 100 ml PBS) bei RT 
- 3x5 min PBS 
- 15 min Peroxidase Blocking Reagent (3%ige Wasserstoffperoxidlösung) 
- 1x mit PBS spülen 
 
 Immunhistochemische Färbung 
- 60 min Inkubation bei RT mit dem primären Msi-1 Antikörper 1:200 verdünnt mit An-
tibody Diluent; ca. 150 µl / Schnitt 
- 3x5 min PBS 
- 40 min mit sekundärem Antikörper bei RT unter Lichtschutz inkubieren 
- 3x5 min PBS 
- 40 min mit Streptavidinperoxidase bei RT inkubieren 
- 3x5 min PBS 
- 20 min mit je 150 µl DAB-Lösung unter Lichtschutz inkubieren 
 
 Nachbehandlung 
- 1x mit Aqua dest. spülen 
- 3x5 min PBS 
- 15 s Kerngegenfärbung mit Hämalaun-Lösung nach Mayer 
- 5 min unter warmem, fließendem Leitungswasser „bläuen“ 
- 2 min Aqua dest. 
- 2 min Ethanol 75% 
- 2 min Ethanol 85% 
- 2x2 min Ethanol absolut 
- 3x2 min Xylol 




Anlage 5 - Immunhistochemie - Protokoll Nestin 
 Entparaffinierung 
- 60 min bei 60 °C im Ofen (Paraffin ablaufen lassen) 
- 3x5 min Xylol 
- 2x5 min Ethanol absolut 
- 5 min Ethanol 85% 
- 5 min Ethanol 75% 
- 5 min Aqua dest. 
 
 Antigendemaskierung 
- Target Retrieval Solution (Citrate, pH 10) mit PBS 1:10, 2,5 min bei 800 W in Mikro-
welle aufkochen, dann Leistung vermindern und 15 min bei 350 W sieden lassen (ver-
dunstete Flüssigkeit mit Aqua dest. ersetzen) 
- 30 min in PBS abkühlen lassen 
 
 Block 
- 3x5 min PBS 
- 15 min Milchpulverlösung (0,5 g in 100 ml PBS) bei RT 
- 3x5 min PBS 
- 20 min Peroxidase Blocking Reagent (3%ige Wasserstoffperoxidlösung) 
- 1x mit PBS spülen 
 
 Immunhistochemische Färbung 
- Inkubation 24 h bei 4°C mit dem primären Nestin Antikörper 1:200 verdünnt mit Anti-
body Diluent; ca. 150 µl / Schnitt 
- 3x5 min PBS 
- 30 min mit sekundärem Antikörper bei RT unter Lichtschutz inkubieren 
- 3x5 min PBS 
- 30 min mit Streptavidinperoxidase bei RT inkubieren 
- 3x5 min PBS 
- 15 min mit je 150 µl DAB-Lösung unter Lichtschutz inkubieren 
 
 Nachbehandlung 
- 1x mit Aqua dest. spülen 
- 3x5 min PBS 
- 15 s Kerngegenfärbung mit Hämalaun-Lösung nach Mayer 
- 5 min unter warmem, fließendem Leitungswasser „bläuen“ 
- 2 min Aqua dest. 
- 2 min Ethanol 75% 
- 2 min Ethanol 85% 
- 2x2 min Ethanol absolut 
- 3x2 min Xylol 




Anlage 6 - Immunhistochemie - Protokoll Calretinin 
 Entparaffinierung 
- 60 min bei 60 °C im Ofen (Paraffin ablaufen lassen) 
- 3x5 min Xylol 
- 2x5 min Ethanol absolut 
- 5 min Ethanol 85% 
- 5 min Ethanol 75% 
- 5 min Aqua dest. 
 
 Antigendemaskierung 
- Target Retrieval Solution (Citrate, pH 6) mit PBS 1:10, 25 min im Dampfgarer 
- 30 min in PBS abkühlen lassen 
 
 Block 
- 3x2 min PBS 
- 5 min Milchpulverlösung (0,5 g in 100 ml PBS) bei RT 
- 3x2 min PBS 
- 15 min Peroxidase Blocking Reagent (3%ige Wasserstoffperoxidlösung) 
- 1x mit PBS spülen 
 
 Immunhistochemische Färbung 
- 30 min Inkubation bei 37°C im Wasserbad mit dem primären Calretinin Antikörper 
1:25 verdünnt mit Antibody Diluent; ca. 150 µl / Schnitt 
- 3x2 min PBS 
- 15 min mit sekundärem Antikörper bei RT unter Lichtschutz inkubieren 
- 3x2 min PBS 
- 15 min mit Streptavidinperoxidase bei RT inkubieren 
- 3x2 min PBS 
- 20 min mit je 150 µl DAB-Lösung unter Lichtschutz inkubieren 
 
 Nachbehandlung 
- 1x mit Aqua dest. spülen 
- 3x2 min PBS 
- 15 s Kerngegenfärbung mit Hämalaun-Lösung nach Mayer 
- 5 min unter warmem, fließendem Leitungswasser „bläuen“ 
- 2 min Aqua dest. 
- 2 min Ethanol 75% 
- 2 min Ethanol 85% 
- 2x2 min Ethanol absolut 
- 3x2 min Xylol 





Anlage 7 - Immunhistochemie - Protokoll Ki-67 bzw. Doppelfärbung Ki-67 / GFAP 
 Entparaffinierung 
- 60 min bei 60 °C im Ofen (Paraffin ablaufen lassen) 
- 3x5 min Xylol 
- 2x5 min Ethanol absolut 
- 5 min Ethanol 85% 
- 5 min Ethanol 75% 
- 5 min Aqua dest. 
 
 Antigendemaskierung 
- Target Retrieval Solution (Citrate, pH 10) mit PBS 1:10, 20 min bei 650 W in Mikro-
welle aufkochen (verdunstete Flüssigkeit mit Aqua dest. ersetzen) 
- 30 min in PBS abkühlen lassen 
 
 Block 
- 3x5 min PBS 
- 15 min Milchpulverlösung (0,5 g in 100 ml PBS) bei RT 
- 3x5 min PBS 
- 10 min Peroxidase Blocking Reagent (3%ige Wasserstoffperoxidlösung) 
- 1x mit PBS spülen 
 
 Immunhistochemische Färbung 
- 30 min Inkubation bei RT mit dem primären Ki-67 Antikörper 1:100 verdünnt mit An-
tibody Diluent; ca. 150 µl / Schnitt 
- 3x5 min PBS 
- 20 min mit sekundärem Antikörper bei RT unter Lichtschutz inkubieren 
- 3x5 min PBS 
- 20 min mit Streptavidinperoxidase bei RT inkubieren 
- 3x5 min PBS 
- 10 min mit je 150 µl DAB-Lösung unter Lichtschutz inkubieren 
 
 Wiederholung „Block“ und „immunhistochemische Färbung“, geändert: 
- 30 min Inkubation bei RT mit dem primären GFAP Antikörper 1:500 
- 10 min DAB (lichtgeschützt): 10mg DAB und 75mg Nickelsulfat in 50ml TBS gelöst und 
filtriert, anschließend  17μl 30%igesWasserstoffperoxidase zugegeben 
 
 Nachbehandlung 
- 3x5 min Aqua dest. 
- 15 s Kerngegenfärbung mit Hämalaun-Lösung nach Mayer (nicht bei Doppelfärbung) 
- 5 min unter warmem, fließendem Leitungswasser „bläuen“ 
- 2 min Aqua dest. 
- 2 min Ethanol 75% 
- 2 min Ethanol 85% 
- 2x2 min Ethanol absolut 
- 3x2 min Xylol 
- Eindecken mit Eukitt®-Mounting Medium 
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Anlage 8 - Immunhistochemie - Protokoll DCX (bestes Ergebnis Positivkontrolle) 
 Entparaffinierung 
- 60 min bei 60 °C im Ofen (Paraffin ablaufen lassen) 
- 3x5 min Xylol 
- 2x5 min Ethanol absolut 
- 5 min Ethanol 85% 
- 5 min Ethanol 75% 
- 5 min Aqua dest. 
 
 Antigendemaskierung 
- Target Retrieval Solution (Citrate, pH 6) mit PBS 1:10, 2,5 min bei 800 W in Mikro-
welle aufkochen, dann Leistung vermindern und 12,5 min bei 350 W sieden lassen 
(verdunstete Flüssigkeit mit Aqua dest. ersetzen) 
- 30 min in PBS abkühlen lassen 
 
 Block 
- 3x5 min PBS 
- 10 min Milchpulverlösung (0,5 g in 100 ml PBS) bei RT 
- 3x5 min PBS 
- 30 min Peroxidase Blocking Reagent (3%ige Wasserstoffperoxidlösung) 
- 1x mit PBS spülen 
 
 Immunhistochemische Färbung 
- 60 min Inkubation bei RT mit dem primären DCX Antikörper 1:150 verdünnt mit Anti-
body Diluent; ca. 150 µl / Schnitt 
- 3x5 min PBS 
- 30 min mit sekundärem Antikörper bei RT unter Lichtschutz inkubieren 
- 3x5 min PBS 
- 30 min mit Streptavidinperoxidase bei RT inkubieren 
- 3x5 min PBS 
- 10 min mit je 150 µl DAB-Lösung unter Lichtschutz inkubieren 
 
 Nachbehandlung 
- 1x mit Aqua dest. spülen 
- 3x5 min PBS 
- 15 s Kerngegenfärbung mit Hämalaun-Lösung nach Mayer 
- 5 min unter warmem, fließendem Leitungswasser „bläuen“ 
- 2 min Aqua dest. 
- 2 min Ethanol 75% 
- 2 min Ethanol 85% 
- 2x2 min Ethanol absolut 
- 3x2 min Xylol 
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